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Contexte et objectifs du travail 
Obésité, diabète de type II, syndrome métabolique, inflammation … autant de termes étroitement 
liés à la nutrition et qui font l’objet de nombreuses études. Malgré l’existence de facteurs 
génétiques, un mode de vie sédentaire, une alimentation trop riche en graisses (Figure 1) associée à 
un manque d’activité physique sont souvent à l’origine de pathologies liées au métabolisme 
glucido-lipidique. En France par exemple, le diabète de type II est en constante augmentation avec 
plus de 3 millions de diabétiques recensés selon l’Institut de Veille Sanitaire. Le développement de 
ces pathologies a lieu principalement dans les pays industrialisés comme par exemple en Europe ou 
aux Etats Unis où le phénomène touche de plus en plus les adultes jeunes (de Ferranti et al 2004). 
Enfin, les pays en voie de développement tels que le Mexique, le Brésil ou l’Inde sont de plus en 
plus concernés par ces problèmes de santé publique. Des molécules pharmacologiques existent sur 
le marché pour lutter contre différentes pathologies (diabète, obésité) comme par exemple les 
statines, utilisées dans le cadre d’hypercholestérolémie. Cependant, ces médicaments peuvent 
présenter des effets secondaires voire même létaux comme le benfluorex plus connu sous le nom de 
Mediator. Ainsi, des laboratoires essayent de mettre en place des formulations naturelles à base 
omega 3, polyphénols connus pour leurs activités anti-athéromateuses, anti-inflammatoires, 
antioxydantes et anti syndrome métabolique. L’avantage de ces produits naturels est qu’ils 
















Figure 1. L’alimentation, un facteur déterminant de notre santé 




L’objectif de notre travail de thèse a consisté donc à étudier le(s) mécanisme(s) d’action(s) d’un 
polyphénol du vin, le resvératrol, et de deux formulations naturelles, et sur un modèle de cellules 
squelettiques musculaires murines C2C12 ainsi que sur modèle de souris C57BL/6. Nous avons pu 
ainsi utiliser des outils biochimiques, moléculaires et physiologiques afin de comprendre le(s) 




 partie de mon travail a consisté à étudier les effets pro-différenciateurs du resvératrol sur les 
cellules C2C12. Pendant cette étude, nous avons suivi les cellules C2C12 traitées au resvératrol lors 
d’une cinétique de 24h. Nous avons alors étudié la toxicité du resvératrol sur ces cellules, observé la 
morphologie des cellules pendant les différents temps de traitement et étudié l’expression des gènes 
et des protéines de la différenciation musculaire. 
 
Dans la seconde partie de mon travail nous avons étudié les effets d’une formulation naturelle 
antioxydante appelée « X ». Afin de provoquer un stress oxydant sur nos cellules C2C12, nous 
avons utilisé un générateur de radicaux libres (générateur KRL). Une fois le modèle validé, nous 
avons étudié l’expression de gènes antioxydants ainsi que l’activité superoxyde dismutase totale 
(SOD). Nous avons également travaillé sur des muscles (gastrocnémiens) provenant de souris 
C57BL/6 ayant reçu 4 régimes différents pendant 45 jours et 90 jours : un régime standard (SD), un 
régime SD+ « X », un régime riche en énergie High Fat High Sucrose (HFHS)  et un régime 
HFHS+ « X ». Nous avons réalisé une étude de l’expression de gènes antioxydants ainsi que le 
dosage de l’activité SOD totale. Enfin, sur les gastrocnémiens ont été réalisés des tests KRL 
permettant de mesurer le potentiel global de défenses anti-radicalaires ainsi que le taux de 
malonedialdehyde (MDA) un sous-produit de la peroxydation lipidique. 
 
Enfin, dans une dernière partie, nous avons étudié les effets d’une formulation naturelle appelée 
« Y », réputée pour son activité hypolipémiante. Le modèle de cellules C2C12 a été encore une fois 
utilisé. Ces cellules ont été traitées avec « Y » afin d’observer un effet possible au niveau 
métabolique. Enfin nous avons essayé de déterminer les réseaux de gènes sous contrôle de ce 
produit et pouvant servir de bio-marqueurs.  





Dans un premier temps, nous décrirons le modèle d’étude utilisé durant la thèse, qui est le muscle 
squelettique. Nous verrons dans cette partie, les caractéristiques du muscle squelettique, son 
métabolisme et les pathologies qui lui sont associées.  
Ensuite, nous verrons les propriétés d’un polyphénol connu qui est le resvératrol. Nous verrons 
aussi l’implication de ce polyphénol au niveau du muscle squelettique. 
Puis, nous mentionnerons une formulation naturelle impliquée dans la lutte contre le stress 
oxydant : « X ». Cette partie aura pour but d’introduire le contexte du stress oxydant et de présenter 
les cibles potentielles antioxydantes de « X ». 
Enfin, nous indiquerons, une formulation naturelle « Y » à effets hypolipémiants, mise au point 
pour lutter contre le syndrome métabolique. Comme pour le « X », nous définirons le contexte qui 
est ici le syndrome métabolique et les cibles potentielles de « Y ». 
En conclusion, l’utilisation de tous ces produits naturels aura pour but de mettre en relation la 


















































Les rappels bibliographiques seront composés de quatre parties distinctes. Dans la première partie, 
nous présenterons le modèle d’étude qui a été utilisé tout au long de notre travail à savoir le muscle 
squelettique. Nous verrons sa morphologie, son métabolisme ainsi que les pathologies dans 
lesquelles il intervient. 
La seconde partie sera consacrée à la présentation d’un polyphénol connu qui est le resvératrol. 
Nous verrons son origine, ses propriétés générales ainsi que son intérêt au niveau du muscle 
squelettique. Les résultats de cette partie ont fait l’objet de publications scientifiques et seront 
présentées dans la partie résultats. 
La troisième partie sera consacrée à la présentation d’une formulation à base de polyphénols 
appelée « X ». Nous décrirons dans cette partie le stress oxydant avec ses acteurs pro-oxydants et 
ses acteurs antioxydants. 
La dernière partie des rappels bibliographiques portera sur une autre formulation naturelle « Y ». 
« Y » est destinée à corriger les désordres de nature lipidique de sujets présentant un syndrome 
métabolique. Dans cette partie, nous décrirons donc les études réalisées et nous définirons le 

























































Le muscle squelettique : 
caractéristiques, fonctions 




I. Le muscle squelettique : caractéristiques, fonctions métaboliques et pathologies associées  
I.1. Caractéristiques du muscle squelettique  
Notre corps est composé d’environ 700 muscles différents, ce qui représente 40% de notre masse 
corporelle totale. Le terme « squelettique » vient du fait que ces muscles sont directement attachés 
aux os par des tendons. Il existe trois principaux types musculaires (Figure 2) qui se distinguent par 
leur structure et leurs fonctions biologiques mais qui ont pour but la contraction. Le premier type 
musculaire est le muscle squelettique. Ce muscle représente la majeure partie de la masse 
musculaire (environ 600 muscles) et est à l’origine de la motricité et de la posture chez un individu. 
Le muscle squelettique a été choisi comme modèle d’étude durant notre travail et sera décrit par la 
suite. Les deux autres types musculaires sont les muscles cardiaques responsables des contractions 




























I.1.1. Structure du muscle squelettique  
I.1.2. La cellule musculaire (fibre musculaire) 
Les rhabdomyocytes (Figure 3) sont les cellules qui constituent le muscle squelettique. Leur 
caractéristique principale sur coupe longitudinale est la présence d’un grand nombre de noyaux 
(jusqu’à 500) en périphérie du cytoplasme et la présence de stries.  
 










I.1.3. Les compartiments du muscle squelettique  
Un muscle squelettique comprend, à l’intérieur d’une membrane appelée Epimysium, plusieurs 
fascicules musculaires, chacun délimité par une membrane, le Perimysium. Chaque fascicule 
comprend plusieurs fibres musculaires, délimitées entre elles par une membrane, l’Endomysium. 
Enfin, les fibres musculaires sont composées de myofilaments comprenant des sarcomères qui 
constituent l’unité contractile du muscle grâce à la présence d’un réseau d’actine et de myosine 
(Koubassova & Tsaturyan 2011) (Figure 4). Les contractions musculaires sont contrôlées par le 







































I.1.4. Les fibres musculaires  
Le muscle squelettique est composé de différentes fibres musculaires (Tableau 1) qui se 
différencient par leur métabolisme, leur morphologie mais surtout par leur composition en myosine. 
L’intérêt de ces fibres réside dont leur capacité d’utilisation de différents substrats énergétiques : 
glucose ou acides gras. Leur seconde particularité est leur capacité de transition d’un type de fibre à 
un autre. Ce phénomène peut avoir lieu lors d’un exercice physique particulier ou lors de 
pathologies (Wang et al 2004). Par conséquent, des produits pharmacologiques ou naturels 









I.1.4.1. Les fibres de type I dites lentes, oxydatives ou rouges  
Ce sont les fibres dites de l’endurance, qui se contractent en premier lors d’un effort physique et qui 
peuvent rester contractées dans le temps. Elles expriment les chaînes lourdes de myosine type Iβ. 
Leur contenu riche en myoglobine est responsable de la couleur rouge qui les caractérise. Leur 
métabolisme est un métabolisme aérobie oxydatif (Schiaffino & Reggiani 2011) dû à la présence 
d’un très grand nombre de mitochondries. 
 
I.1.4.2. Les fibres de type IIa dites intermédiaires  
Ces fibres ont un métabolisme à la fois aérobie et anaérobie. Elles peuvent se contracter rapidement 
mais ont une résistance moyenne et expriment les chaînes lourdes de myosine de type IIa. Lors du 
développement de l’individu et de son activité physique ces fibres pourront « switcher » en type I 
ou en type IIb. 
 
I.1.4.3. Les fibres de type IIb dites rapides, glycolytiques, blanches  
Ces fibres sont capables de se contracter très rapidement mais ne peuvent pas soutenir un effort 
prolongé. Elles expriment les chaînes lourdes de myosine de types IIb. Pauvres en mitochondries, 
elles ont un métabolisme anaérobie, glycolytique. Une activité physique régulière permet à ces 












I.1.5. La myogenèse  
Par définition, la myogenèse est la formation des muscles. C’est un processus complexe qui débute 
dès l’embryogenèse et continue tout au long de la vie. Il fait intervenir de nombreux facteurs dont 
l’expression varie selon le stade de développement de l’individu. C’est au moment de la 
somitogenèse que les muscles squelettiques prennent leur origine.  





Ib Oxydatif Elevé Iβ 
IIa Glycolytique Moyen IIa 
IIb Glycolytique Faible IIb 




Les somites qui donneront par la suite les vertèbres, le derme et le muscle squelettique poursuivent 
leur développement en formant le dermomyotome puis le myotome à l’origine entre autres des 
cellules musculaires squelettiques (Carvajal & Rigby 2010).  
 
I.1.5.1. Les facteurs de transcription de la myogenèse  
A partir de ce stade, les cellules du myotome expriment deux facteurs de transcription, Pax3 et Pax7 
(Kang & Krauss 2010), responsables de la spécialisation de ces cellules en lignée musculaire 
squelettique. Ces facteurs de transcription sont sous le contrôle des gènes Six 1(sine oculis-related 
homebox) et Six4 qui sont associés à des co-activateurs  Eya1 (eyes-absent homologs) et Eya 2. On 
considère les gènes Pax et Six comme des gènes « masters » c’est-à-dire qu’ils sont en amont de 




 vont exprimer tour à tour différents facteurs à motif 
particulier dit « Helix-Loop-Helix » (HLH) caractéristique des facteurs de transcription. Ces 
facteurs sont des « myogenic regulator factor » (Mrf) et leur expression dépendra du stade 
d’avancement de la lignée myogénique. Six1 et Six4 sont capables aussi de réguler directement 
l’expression des Mrf. 
Les progéniteurs vont devenir dans un premier temps des cellules satellites ou cellules souches, 
dont l’expression de Myf5 et MyoD va augmenter, c’est la spécification.  
Les cellules souches vont ensuite proliférer sous l’influence de facteurs tels que « Fibroblaste 
growth factor » (FGF), puis devenir des myoblastes qui expriment toujours Myf5 et MyoD.  
Enfin, les myoblastes vont devenir des myocytes qui fusionneront entre eux pour donner des 
myotubes. Les myotubes vont alors exprimer les facteurs Mrf4 et MyoG (myogénine) et réprimer 
l’expression de Myf5 et MyoD (Figure 5), c’est la différenciation musculaire (Bentzinger et al 
2012, Kaminski et al 2012). La différenciation musculaire sera traitée plus en profondeur dans le 
chapitre du resvératrol.  
C’est grâce à des modèles in vivo ou in vitro que les facteurs de différenciation ont pu être mis en 
évidence. Nous pouvons voir ainsi leur rôle essentiel dans le développement du tissu musculaire.  
 
Par exemple chez des souris mutantes (déficientes) pour certains facteurs (précédemment cités), il a 
été montré que l’absence d’un ou plusieurs facteurs entraîne un retard du développement du tissu 
musculaire, voire une absence totale du muscle squelettique (Tajbakhsh et al 1997).  
 
I.1.5.2. Les microRNA (miR) contrôlant la myogenèse  
Les  microRNA sont des petits ARN non codants d’environ 22 nucléotides localisés au niveau des 
introns. La synthèse des miR débute par la formation d’un pré-mir obtenu par clivage d’un pri-miR 
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(« primary miR ») par le complexe enzymatique Drosha qui est une « Rnase III like » et son co-
facteur DGCR8 (« DiGeorge syndrome critical region gene 8 ») également appelé Pasha. Ce pré-
miR va subir un second clivage au niveau du cytoplasme, par une seconde « RNase III » appelée 
Dicer et aboutir au mir mature d’environ 22 nuclétides (Gromak 2012). 
Récemment, l’étude des miR a montré que ces petits ARN régulent l’expression de gènes de la 
myogenèse au niveau post-traductionnel. Par exemple, miR-1/miR-133/miR-206 spécifiques du 
muscle squelettique, sont impliqués dans régulation de la différenciation des myoblastes en 
réprimant l’expression de certains gènes (Ge & Chen 2011).  
 
I.1.6. Les voies de signalisation contrôlant la myogenèse 
I.1.6.1. La voie de signalisation Notch  
La voie de signalisation « Notch »  impliquée dans la communication entre cellules, peut également 
réguler des gènes responsables de la différenciation des myoblastes (Buas & Kadesch 2010).  
 
I.1.6.2. La voie de signalisation NF-κB  
La voie classique de NF-κB par l’intermédiaire de son inhibiteur IKβ a un effet anti-myogénique. 
Une fois la différenciation initiée, c’est par sa voie alternative comprenant le complexe RelB/p52 
que NF-κB activerait la biogenèse mitochondriale au niveau des myotubes (Bakkar & Guttridge 
2010).  
 
I.1.6.3. La voie de signalisation Wnt (wingless-type)  
La voie Wnt quant à elle serait impliquée dans la différenciation des myotubes. C’est par 
l’activation du complexe β catenin/TCF que Wnt pourrait induire l’expression des gènes de la 





























En conclusion, la myogenèse est un processus à la fois long, complexe et difficile à définir à cause 
de l’intervention de nombreux facteurs dont l’expression varie au cours du développement de 
l’individu, des voies de signalisation mises en jeu et de nouveaux facteurs régulateurs tels que les 
miR. Cependant, malgré sa complexité le muscle squelettique est un organe qui participe aux 
fonctions métaboliques essentielles à l’organisme et est souvent impliqué dans diverses pathologies 
que nous verrons par la suite. 
 
I.2. Fonctions métaboliques du muscle squelettique  
Le muscle squelettique permet de réaliser la mobilité et les performances physiques, il a donc 
besoin de produire de l’énergie pour effectuer toutes ces tâches. Deux sources d’énergies 
principales sont à la disposition du muscle : les acides gras et le glucose. Le muscle a une très faible 
capacité de stockage, nous verrons donc d’où proviennent ses substrats énergétiques et leur devenir.  
Avant toute production d’énergie, l’organisme doit être tenu au courant des quantités d’énergies 
disponibles qui indiqueront si oui ou non une production est nécessaire.  
L’un des mécanismes qui permet de jouer le rôle senseur d’énergie au niveau musculaire est celui 
qui fait intervenir l’enzyme AMPK (AMP activated protein kinase). 
 
 
Figure 5. Expression des différents facteurs de transcription dans la progression de la lignée myogénique. 




I.2.1. L’AMPK   
L’AMPK est un complexe hétérotrimérique composé d’une sous-unité catalytique (AMPKα) et de 
deux sous-unités régulatrices (AMPKβ et AMPKγ) dont chaque sous-unité comporte plusieurs 
isoformes. L’enzyme a une activité sérine/thréonine kinase qui est étroitement liée à la disponibilité 
en substrat énergétique de la cellule. En effet, l’AMPK est activée directement par une 
augmentation du taux AMP/ATP (Jordan & Lamia 2012), c’est-à-dire lorsqu’il y a augmentation du 
taux d’AMP (et baisse du taux d’ATP) lors de carence énergétique, comme par exemple lors d’une 
activité sportive ou lors d’une hypoglycémie. 
La phosphorylation sur le résidu thréonine 172 de l’AMPK est essentielle à son activation. Il a été 
montré que deux kinases sont capables de phosphoryler l’AMPK, d’un côté la Ca2+/calmodulin 
kinase kinase (CaMKK) et de l’autre côté LKB1 (Koh et al 2008). Une fois activée, l’AMPK va 
stimuler les voies cataboliques productrices d’énergie et réprimer les mécanismes anaboliques qui 
ont besoin d’énergie. L’AMPK peut être activée par une molécule synthétique qui est l’AICAR 
(aminoimidazole carboxamide ribonucleotide). 
Voici quelques effets qui vont permettre la production d’énergie (Sanchez et al 2012) et qui seront 
développés par la suite : 
 Déplacement de la « Fatty acid translocase/ cluster of differentiation 36 » (FAT/CD36), 
nécessaire pour le transport des acides gras pour la β-oxydation. 
 Déplacement du transporteur GLUT4 nécessaire au transport du glucose pour la glycolyse. 
 Régulation de l’activité de facteurs de transcription au niveau musculaire comme par 
exemple le « Nuclear respiratory factor » (NRF1/2) 
 
I.2.2. Le métabolisme lipidique  
L’origine des acides gras (AG) est multiple et leur utilisation aussi. Ils peuvent provenir de la 
lipolyse à partir du tissu adipeux, ils peuvent être libérés par hydrolyse des lipoprotéines de basse 
densité (VLDL) ou ils peuvent provenir des triglycérides contenus dans des gouttelettes lipidiques 
intramusculaires.  
Les AG peuvent à la fois servir de substrat énergétique, de matériel pour les membranes plasmiques 
ou peuvent être stockés dans le tissu adipeux sous forme de triglycérides. Une fois libérés par des 
lipases (Watt & Hoy 2012) comme l’ATGL (adipose triglycéride lipase), l’HSL (Hormone sensitive 






I.2.2.1. La β-oxydation mitochondriale des acides gras  
La β-oxydation est la principale voie de dégradation des acides gras (AG). Au niveau du muscle 
squelettique, elle a lieu dans les mitochondries pour les AG libres à longue chaîne (de 12 à 18 
carbones). 
Dans un premier temps, les AG doivent  pénétrer à l’intérieur de la cellule. Leur transport se fait 
soit par diffusion passive soit par des protéines de transport (Kiens et al 2011): FAT/CD36, Fatty 
acid transport protein (FATP), Fatty acid binding protein (FABP). 
A l’intérieur du cytoplasme, les acides gras vont être dirigés vers la mitochondrie où aura lieu la β-
oxydation. Dans un premier temps, les AG vont être activés par l’acylCoA synthétase (ACS), puis 
transférés à l’intérieur de la mitochondrie par la carnitine palmitoyl transferase I (Cpt I) présente au 
niveau de la membrane externe de la mitochondrie. Cpt I est considérée comme l’étape limitante de 
la β-oxydation et peut être inhibée par le malonyl-Co (Sebastian et al 2009). A l’intérieur de la 
mitochondrie l’acide gras subira plusieurs cycles de β-oxydation pour donner l’acétyl-coenzyme A 
(l’acétyl-CoA). L’acétyl-CoA va pouvoir servir de substrat pour le cycle de Krebs ou cycle TCA 
(« tricarboxylic acid cycle ») afin de produire de l’énergie sous forme d’ATP (adénosine-5'-



















Figure 6. L’AMPK au cœur du métabolisme énergétique musculaire. 
D’après (O'Neill et al 2012)  
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I.2.3. Le métabolisme glucidique  
La seconde source d’énergie du muscle squelettique est le glucose. Ce dernier peut provenir soit du 
plasma, soit du glycogène, la molécule de réserve. Comme les acides gras, le glucose a besoin de 
pénétrer à l’intérieur de la cellule afin d’être transformé en énergie. 
 
I.2.3.1. La glycolyse  
Le transporteur GLUT4 « glucose transporter 4 » spécifique du muscle squelettique va permettre le 
passage du glucose dans la cellule. Ce transporteur est localisé dans des vésicules intra-
cytoplasmiques et sa translocation vers la membrane plasmique dépend du besoin énergétique. 
L’AMPK va encore une fois jouer ce rôle de senseur. Une fois activée, l’AMPK va phosphoryler 
des médiateurs du déplacement de GLUT4 qui sont TBC1D1 (TBC1 domain family 
member/TBC1D4 (Akt substrat) AS160), appartenant à la famille des Rab protéines. La 
phosphorylation de ces protéines aura pour conséquence d’inhiber le domaine de l’activité GTPase 
de TBC1D1/4. Ce domaine potentialise l’hydrolyse du GTP par les protéines Rab. Ainsi, les 
protéines Rab seront plus chargées en GTP et se dissocieront sous cette forme des vésicules 
contenant GLUT4 facilitant son incorporation à la membrane plasmique (Figure 7)  (Friedrichsen 
et al 2012). 
Le signal glucidique est aussi sous la dépendance de l’insuline qui va activer la voie Akt/PKB à 
travers son récepteur. Akt/PKB par son activité kinase va aussi phosphoryler TBC1D1/4 et 
améliorer la captation du glucose par la translocation de GLUT4 (Figure 8) (Rowland et al 2011).  
L’activation de l’AMPK est aussi responsable, d’une part, de la phosphorylation de la glycogen 
phosphorylase (GP) permettant le relargage du glucose-1-phosphate, et d’autre part, de la 
phosphorylation de la glycogen synthase (GS) empêchant le stockage du glucose et rendant ce 
substrat plus accessible pour la glycolyse (Jensen & Richter 2012). Enfin, le glucose peut rentrer 
dans la voie de glycolyse ou voie d'Embden-Meyerhof-Parnas où il sera dégradé en pyruvate. Ce 
dernier va être transformé au niveau mitochondrial en acétyl-CoA par l’intermédiaire de la pyruvate 







































I.2.4. L’AMPK et régulation génique au niveau musculaire  
Nous avons vu que l’AMPK est au cœur de la régulation du métabolisme énergétique musculaire et 
que l’énergie est principalement fournie par la mitochondrie. Cependant, l’AMPK n’est pas 
seulement un senseur d’énergie et peut également réguler l’expression de gènes en modulant 
l’activité de nombreux facteurs de transcription.  
Figure 7. La régulation du métabolisme du glucose. 
D’après Friedrichsen et al 2012 
Figure 8. Translocation de GLUT4 insulinodépendante. 
D’après Rowland et al 2011 
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Nous verrons comment l’AMPK peut jouer son rôle en tant que régulateur génique en 
phosphorylant un de ses partenaires qui est PGC1α (Peroxisome proliferator-activated receptor 
Gamma Co-activator 1-alpha) et les conséquences d’une telle régulation. 
 
I.2.4.1. PGC1α (Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma Co-activator 1-alpha) 
L’un des principaux partenaires de l’AMPK dans la régulation de gènes est PGC1α. L’expression 
du gène de PGC1α est régulée par différents facteurs de transcription (MEF, Foxo1, CREB). Au 
niveau musculaire, lors d’un exercice physique, la stimulation nerveuse induite par la signalisation 
du calcium active principalement deux protéines : la protéine kinase IV dépendante du 
Ca2+/calmoduline (CaMKIV) et la calcineurine (CnA). Ces dernières vont  activer les différents 
facteurs de transcription qui vont se fixer sur leur élément de réponse sur le gène PGC1α et induire 
son expression (Fernandez-Marcos & Auwerx 2011). Comme nous allons le voir un peu plus loin, 
les facteurs de transcription MEF sont aussi la cible de PGC1α qui pourra ainsi autoréguler son 
expression. 
L’activation post-transcriptionnelle de PGC1α est complexe et fait intervenir à la fois des 
phosphorylations, des désacétylations et des méthylations (Figure 9). L’AMPK ou p38 MAPK en 
















Figure 9. Régulation post-traductionnelle de PGC1α. 
D’après Fernandez-Marcos et Auwerx 2011 
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Une fois activé, PGC1α peut jouer son rôle de co-activateur en interagissant avec divers facteurs de 
transcription pour induire l’expression de gènes. Voici une liste non exhaustive de facteurs de 
transcription avec lesquels PGC1α peut interagir (Canto & Auwerx 2010) : 
 PPARα/β/γ “Peroxisome Proliferator-Activated Receptors” 
 ERRα “Estrogen Related Receptor” 
 Foxo “Forkhead box o” 
 HNF “Hepatocyte Nuclear Factor 4” 
 NRF1/2 “Nuclear Respiratory Factor” 
 MEF “Myocyte Enhancer Factor” 
 
Chez la souris, au niveau musculaire, l’activation de l’AMPK conduit donc à l’activation de 
PGC1α. PGC1α va alors interagir avec les différents facteurs de transcription pour induire 
l’expression de gènes au niveau musculaire. 
 L’interaction entre PPARβ et PGC1α peut conduire à l’expression des gènes du 
métabolisme lipidique comme par exemple celle de CptI (Moreno et al 2010). 
 L’interaction entre Foxo1 et PGC1α peut conduire à l’expression des gènes du métabolisme 
lipidique comme celle de FAT/CD36 (Kousteni 2012). 
 L’interaction de NRF1/2 avec PGC1α peut induire l’expression des gènes de la fonction 
respiratoire de la mitochondrie, comme par exemple celle des sous-unités des chaînes 
respiratoires (Complexe I-V, Cytochrome c) ou encore celle du facteur de transcription 
mitochondrial TFAM qui régule la réplication de l’ADN mitochondrial (Scarpulla 2008).  
 L’interaction entre MEF2c et PGC1α peut conduire à une augmentation de l’expression de 
GLUT4 (Finck & Kelly 2006). 
 
En conclusion, le muscle squelettique est l’organe qui permet à la fois la régulation du métabolisme 
glucidique et lipidique, tout en assurant une production d’énergie nécessaire à l’activité physique. 
Cependant, il peut être sujet à différentes pathologies, d’origine génétique ou nutritionnelle, qui 
seront décrites dans le prochain paragraphe.   
 
I.3. Les pathologies liées au muscle squelettique  
I.3.1. Les myopathies  
Par définition, une myopathie est une pathologie neuromusculaire qui aboutit à la dégénérescence 
du tissu musculaire. Le terme de myopathie est souvent associé à la myopathie décrite par 
Duchenne de Boulogne au milieu du XIX
ème
 siècle. Pathologie liée au chromosome X,  qui touche 
36 
  
donc les garçons et est transmise par la mère. La cause de cette pathologie est due à la mutation du 
gène DMD qui code une protéine : la dystrophine (Malik et al 2012). Cette protéine est 
indispensable à l’architecture cellulaire et au maintien de la stabilité des fibres musculaires.  
La  mutation du gène DMD peut aboutir soit à une protéine tronquée donc moins fonctionnelle 
(myopathie de Becker), soit à un déficit complet de la dystrophine  (myopathie de Duchenne), 
forme la plus sévère. Les personnes atteintes meurent principalement à cause de complications 
respiratoires. 
Cependant, les myopathies de Duchenne ou de Becker ne sont pas les seules dystrophies 
musculaires rencontrées. A la base d’observations cliniques, histopathologiques, plusieurs 
affections musculaires ont été décrites selon leur physiopathologie  
 Dystrophie musculaire caractérisée par une altération primaire des fibres musculaires et une 
disparition progressive de celles-ci. 
 Myopathies dites congénitales où le développement de la fibre musculaire au cours de la 
période fœtale est perturbé, conduisant à des altérations de la structure interne des fibres. 
 Myopathies dites métaboliques car secondaires à un dysfonctionnement de la voie de 
dégradation des sucres (glycogénoses), du métabolisme des graisses (lipidoses), de la chaîne 
respiratoire mitochondriale (myopathies mitochondriales). 
 Affections musculaires dues à une anomalie de l’excitabilité membranaire (syndromes 
myotoniques, paralysies périodiques). 
 Affections musculaires acquises, d’origine inflammatoire, toxique et iatrogène, 
endocrinienne. 
 Syndromes myasthéniques, dus à une perturbation de la transmission neuromusculaire. 
 
I.3.2. Le diabète de type 2  
Le muscle squelettique est l’organe qui a la capacité d’absorber environ 80% du glucose total 
apporté par l’alimentation (DeFronzo & Tripathy 2009). On peut donc penser que celui-ci joue un 
rôle primordial dans le développement du diabète de type 2 (T2D). Les mécanismes d’actions 
impliquant le muscle squelettique dans le développement du T2D restent encore flous mais 
différentes hypothèses sont envisagées. Parmi ces hypothèses, il y a celle qui fait intervenir les AG 
comme responsables de cette pathologie. En effet, il existe un équilibre entre le métabolisme 
lipidique et le métabolisme glucidique appelé le cycle de Randle (Hue & Taegtmeyer 2009). Cet 
équilibre peut être rompu, par exemple par un apport trop important en graisses. Le stockage des 
AG par le tissu adipeux ne pourra plus avoir lieu et les AG seront libérés en grande quantité. Ces 
AG vont alors s’accumuler dans d’autres organes à faible capacité de stockage comme par exemple 
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le muscle squelettique. A partir de là, les AG intramusculaires vont pénétrer dans les cellules 
musculaires et s’accumuler sous forme de TG ou DAG. Des études ont montré que les DAG sont 
capables d’activer des PKC qui vont phosphoryler des résidus sérine sur IRS-1.  
Cette phosphorylation va empêcher l’insuline d’induire son effet par son récepteur, qui est 
responsable de la translocation de Glut4 vers la membrane plasmique (Lewis et al 2002). Les AG 
peuvent aussi s’accumuler sous forme de céramides qui vont faciliter la déphosphorylation 
d’Akt/PKB. Ce dernier (voir paragraphe glycolyse) ne pourra plus promouvoir la translocation de 
GLUT4 vers la membrane plasmique (Martins et al 2012). 
 
I.3.3. Le vieillissement des cellules musculaires  
Les cellules musculaires comme toutes les cellules de l’organisme vieillissent au cours de la vie. Le 
vieillissement musculaire serait à l’origine de la perte de la masse musculaire mais aussi de la force 
musculaire. L’un des principaux responsables serait la mitochondrie. Cet organite, bien qu’essentiel 
pour le métabolisme énergétique, est aussi à l’origine de la production d’espèces radicalaires 
oxygénées (ROS) par sa chaîne respiratoire. Les ROS sont des molécules très réactives et peuvent 
conduire à la formation de lipides oxydés, de mutations au niveau de l’ADN mitochondrial et à la 
synthèse de protéines non fonctionnelles (Peterson et al 2012). L’ensemble de ces altérations peut 
conduire à une perte de la masse musculaire mais aussi à un défaut du métabolisme musculaire.  
 
En conclusion de ce chapitre, nous avons vu que le muscle squelettique est l’organe du métabolisme 
énergétique. Il régule le trafic lipidique et glucidique. Il est aussi impliqué dans diverses pathologies 
soit d’origine génétique soit d’origine nutritionnelle. Des molécules pharmaceutiques, telles que 
l’AICAR, sont utilisées pour corriger certains troubles métaboliques. Mais depuis quelques années, 
les laboratoires tentent d’utiliser des molécules naturelles ayant des propriétés intéressantes 
(antioxydantes, anti-inflammatoires) et qui pourront suppléer ou supplémenter les molécules 
pharmacologiques. Les prochains chapitres présenteront les molécules naturelles que j’ai utilisées 













































Le resvératrol : ses propriétés 





II. Le resvératrol, ses propriétés générales et son impact sur le muscle squelettique  
II.1. Histoire et découverte d’une molécule naturelle : le resvératrol  
Le 3,4’,5 trihydroxy-trans-stilbène ou plus communément trans-resvératrol (Figure 10) est un 
polyphénol appartenant à la classe des stilbènes. L’origine de son nom provient d’une plante 
(Veratrum grandiflorum), l’ellébore blanche (Figure 11) d’où il a été extrait des racines pour la 1ère 
fois par M.Takaoka (Takaoka 1940). Cette plante pousse de façon commune dans les prairies, les 
pâturages et les bois clairs de montagnes en Europe et en Asie (Japon). Enfin, l’utilisation dans la 
médecine traditionnelle chinoise et japonaise de racines séchées de renouée du Japon ou 
« Polygonumcuspidatum » a permis de mettre en évidence une grande quantité de resvératrol dans 
cette plante (Kimura et al 1983). 
 














II.1.1. Sources du resvératrol  
Le resvératrol est produit naturellement par plus de 72 espèces végétales différentes (Catalgol et al 
2012) . En Europe, la source principale du resvératrol se trouve dans le vin rouge et plus 
précisément dans la peau des raisins. Ce polyphénol est considéré comme une phytoalexine produite 
par la vigne (Vitis vinifera) en réponse à un stress environnemental. Ce stress peut avoir 
plusieurs origines:  
 Une attaque par des agents pathogènes, par exemple Botrytis cinerea.  
 Des irradiations UV. 
 Des carences nutritionnelles. 
Figure 10. Structure chimique du resvératrol. 
D’après (Detampel et al 2012) 
 
Figure 11. Ellébore Blanche 
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La fermentation alcoolique des baies de raisin entières du vin est responsable de l’extraction du 
resvératrol par macération avec les peaux. Le processus de macération n’intervient que dans la 
production des vins rouges, d’où les faibles concentrations en resvératrol dans les vins blancs 










Le resvératrol est également produit par des végétaux tels que les arbres (pins, eucalyptus), les 
légumineuses (rhubarbe), les arachides (cacahuète) ou encore par les fruits (mûre, cassis, myrtille, 



















Boissons Trans-resvératrol (mg/L) Références 
Pinot noir (rouge) 10,6 (Burns et al 2002) 
Gamay (rouge) 28,3 (Adrian et al 2000) 
Régent (rouge) 10 (Adrian et al 2000) 
Gamay (rosé) 4,8 (Adrian et al 2000) 
Chardonnay (blanc) 0,43 (Adrian et al 2000) 
Chasselas (blanc) 0,86 (Adrian et al 2000) 
Ko-Jo-Kon (infusion) 0,68 (Burns et al 2002) 
Figure 12. Les sources naturelles du resvératrol. 
D’après (http://www.china-resveratrol.org/En-Post/Sources-of-resveratrol.html) 
Tableau 2. Concentration en trans-resvératrol (mg/L) dans différentes boissons 
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II.1.2. Biosynthèse du resvératrol  
La synthèse du resvératrol est induite chez la plante par la voie phénylalanine/polymalonates 
(Figure 13). Deux enzymes clés interviennent dans la synthèse du trans-resvératrol. La première 
enzyme clé est la phénylalanine ammonium lyase (PAL). Elle va diriger la phénylalanine vers la 
synthèse des phénylpropanoïdes (C6-C3) et des flavonoïdes (C6-C3-C6). 
 La seconde enzyme clé est la stilbène synthase (STS). Celle-ci va permettre la construction du 
squelette stilbènique, caractéristique de la famille des stilbènes dont le resvératrol fait partie 


















II.1.3. Les autres polyphénols du raisin et du vin  
Bien que le resvératrol soit l’un des polyphénols les plus étudiés, il n’est pas le seul présent dans le 
vin. En effet, d’autres composés phénoliques composent le vin et sont subdivisés en deux groupes : 
les flavonoïdes et les non flavonoïdes. 
Dans le groupe des composés flavonoïdes, on retrouve différents sous-groupes, parmi eux,  
il y a les anthocyanines, les flavan-3-ols et les flavonols dont le composé le plus connu est la 
quercétine, connue entre autres pour ses effets anti-cancéreux (Borska et al 2012). 
Le groupe des composés non flavonoïdes (Jackson 1994) se subdivise en: 
 
Figure 13. La voie de biosynthèse du resvératrol. 




 Acide benzoïque 
 Benzaldéhyde 




II.2. Les propriétés biologiques du resvératrol  
La recherche sur le resvératrol a réellement commencé dans les années 1990 avec l’émergence du 
concept du « French Paradox ».  
Selon ce concept, la population française serait moins encline à développer des pathologies 
cardiovasculaires par rapport aux autres pays, et ce malgré un régime riche en graisses saturées.  
Une consommation modérée en vin serait à l’origine de cet effet bénéfique. De nombreux effets ont 
été alors rapportés dans la littérature (Yu et al 2012), montrant que le resvératrol intervient dans de 
nombreux mécanismes (Figure 14). Le paragraphe suivant va traiter de quelques-uns de ses effets 




















Figure 14. Les effets protecteurs du resvératrol.  




II.2.1. Propriétés générales  
II.2.1.1. Le resvératrol et ses effets anti-vieillissement : les sirtuines  
L’un des effets du resvératrol, décrit dans la littérature, est sa capacité à mimer la restriction 
calorique (RC) (Park et al 2012). La RC est alors capable de stimuler l’activité d’enzymes 
particulières qui sont les sirtuines. Ces protéines sont des enzymes à activité désacétylase 
dépendantes du NAD
+
 (nicotinamide adénine dinucléotide)
 
(Pacholec et al 2010). Des travaux chez 
la levure ont montré que le resvératrol est capable d’activer Sir2 (Silent Information Regulator 2), 
un membre de la famille des sirtuines, et d’allonger la durée de vie de ces organismes de 70% 
(Howitz et al 2003). Chez les mammifères, il existe 7 sirtuines différentes (SIRT1-7). Chez la 
souris, le resvératrol active SIRT1 « silent mating type information regulation 2 homolog », 
homologue de Sir2 qui améliore les fonctions cellulaires ainsi que l’état de santé de l’animal sous 
un régime riche en calories (Baur et al 2006).  
 
II.2.1.2. Le resvératrol et ses effets antioxydants  
L’un des effets antioxydants du resvératrol est sa capacité à capter directement les radicaux libres. 
On parle d’effet « scavanger » du resvératrol (Leonard et al 2003). Le resvératrol est capable 
d’induire des enzymes antioxydantes telles que la manganèse superoxyde dismutase (Mn-SOD) 
impliquée dans la dismutation de l’ion superoxyde (O2
.-
, espèce radicalaire très réactive) en oxygène 
et peroxyde d’hydrogène (Nakata et al 2012). Le resvératrol peut également prévenir l’oxydation 
des LDL en chélatant le cuivre et capturant les ROS (Markus & Morris 2008). L’activité 
désacétylase est nécessaire à l’activation du co-activateur PGC1α (cf I.2.3.1). Une fois activé, 
PGC1α peut interagir avec des facteurs de transcription comme Nrf1/Nrf2 afin d’induire la 
transcription de gènes antioxydants tels que la quinone oxidoreductase 1, la γ-glutamylcysteine 











Figure 15a. Le resvératrol, inducteur du facteur de transcription Nrf2. 

















II.2.1.3 Le resvératrol et ses effets anti-inflammatoires 
Le processus inflammatoire est souvent associé à de nombreuses pathologies comme 
l’athérosclérose. De nombreuses études ont montré que le resvératrol est capable de diminuer 
significativement le taux de cytokines pro-inflammatoires telles que TNFα (tumor necrosis factor 
α), IL6 (interleukine 6), IL8 (Kang et al 2009).  Le resvératrol est aussi capable d’inhiber l’activité 
du facteur de transcription pro-inflammatoire NFκB et l’expression de gènes régulée par celui-ci 
comme la COX2 (cyclooxygénase 2), les MMP3 et MMP9 (matrix métaloprotéinases), le facteur 
VEGF (vascular endothelial growth factor) (Csaki et al 2009) (Cianciulli et al 2012). Tous ces 
résultats permettent de supposer que le resvératrol est un bon agent anti-inflammatoire et pourrait 
être utilisé dans de nombreuses pathologies associées au processus inflammatoire. 
 
II.2.1.4. Le Resvératrol et ses effets cardio-protecteurs  
L’un des effets cardio-protecteurs du resvératrol est sa capacité à empêcher l’agrégation plaquettaire 
dans les vaisseaux sanguins. Cette agrégation peut développer la formation d’un thrombus à 
l’origine d’une ischémie ou d’un infarctus (Crescente et al 2009).  
Le resvératrol peut également améliorer les fonctions endothéliales, en augmentant le taux de NO 
(Oxyde nitrique) qui est un puissant vasodilatateur et peut prévenir le développement 
d’athérogenèse (Li et al 2012).  
Figure 15b. Gènes cibles de Nrf2. 
Adapté en partie de (Tufekci et al 2011) 
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Des études sur rongeurs ont montré que le resvératrol est capable de réduire les hypertrophies 
cardiaques ainsi que la pression sanguine (Dolinsky & Dyck 2011). Enfin, le resvératrol permet 
également d’améliorer la survie des souris sous un régime riche en calories (Baur et al 2006).  
 
II.2.1.5. Le resvératrol et ses potentiels anticancéreux  
Les recherches sur le cancer ont montré que le resvératrol est capable d’inhiber les trois phases de 
développement d’une tumeur qui sont l’initiation, la promotion et la progression (Tableau 3). Le 
resvératrol est capable d’induire des voies de signalisation qui aboutissent à la mort des cellules 
cancéreuses (Colin et al 2011). Le resvératrol par ces propriétés antiprolifératives module le cycle 
cellulaire provoquant son arrêt dans les lignées cancéreuses (Delmas et al 2011). Enfin, le 
resvératrol est considéré comme un chimio-sensibilisant. En effet, il permet d’améliorer les effets 










Type de cancer Mécanismes Références 
Colon 
Redistribution de Fas/DR4/DR5 dans les rafts 
↓ des protéines anti-apoptotiques (Mcl-1, Bcl-2) 
(Delmas et al 2004) 
Cancer des poumons à petites 
cellules 
↓ survivine (Fulda & Debatin 2004) 
Cancer des poumons à petites 
cellules 
↓  survivine (Zhao et al 2010) 
Lymphome Non 
Hodgkien/Myélome Multiple 
↓ Bcl-xL / arrêt en G2/M (Jazirehi & Bonavida 2004) 
Poumons ↑p21 (Kubota et al 2003) 
Colon centrosome amplification ↑ caspase 6 (Chan et al 2008) 
Colon ↑cdk1/2 ↑cycline A/E (Colin et al 2009) 
Myélome Multiple et Lymphome 
à cellules T 
Redistribution de Fas/DR4/DR5 dans les rafts (Reis-Sobreiro et al 2009) 
Mélanome ↑p53 / ↓ cycline D1 (Gatouillat et al 2010) 
Leucémie ↓ MRP1  (Kweon et al 2010) 
Myélome Multiple ↓ NFκB / ↓ STAT3 (Bhardwaj et al 2007) 
Pancréas ↓ NFκB (Harikumar et al 2010) 
Tableau 3. Mécanismes moléculaires induits par le resvératrol et son potentiel chimiothérapeutique 
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II.2.1.6. Le resvératrol et ses effets neuroprotecteurs  
Le resvératrol apparaît aussi comme un agent neuroprotecteur de par ses effets anti-inflammatoires 
et antioxydants. Dans différents modèles murins, le resvératrol induit une protection contre la 
neurodégénérescence axonale en activant les sirtuines (Suzuki & Koike 2007). Des traitements avec 
du resvératrol ont montré également une diminution du taux de peptides β-amyloïdes qui jouent un 
rôle important dans le développement de pathologies telle la maladie d’Alzheimer  (Marambaud et 
al 2005). 
 
II.2.1.7. Le Resvératrol et le muscle squelettique  
Les études utilisant le resvératrol au niveau du muscle squelettique se focalisent sur l’axe SIRT1-
AMPK-PGC1α considéré comme l’axe « senseur » d’énergie (Canto & Auwerx 2009). En effet, 
SIRT1 et AMPK sont indispensables pour l’activation de PGC1α (cf paragraphe I.2.3.1). 
Cependant, il n’a pas encore été défini clairement si le resvératrol active SIRT1 via AMPK en 
augmentant le taux de NAD
+
 (Canto et al 2009) ou SIRT1 qui désacétyle LKB1 nécessaire à 
l’activation de l’AMPK. L’activation de PGC1α permet de réguler l’activité de facteurs de 
transcription au niveau du muscle squelettique comme PPARα. Ce facteur de transcription induit 
l’expression de protéines du transport des acides gras (FABP3, CPT1), ainsi que des enzymes de 
l’oxydation des acides gras (Mcad, Acads) (Ventura-Clapier 2012). L’activation de PGC1α par le 
resvératrol dans des modèles murins augmente la capacité oxydative des muscles. Cette capacité 
oxydative se traduit à la fois par une augmentation de fibres oxydatives qui permettent la résistance 
à la fatigue, une augmentation de la biogenèse mitochondriale (augmentation du facteur Tfam) et 
une augmentation de l’activité de la succinate déshydrogénase et de la citrate synthase, enzymes 
mitochondriales engagées dans le cycle de Krebs  (Lagouge et al 2006). Grâce à cette capacité 
oxydative améliorée et aux effets antioxydants du resvératrol, le muscle squelettique est susceptible 
de faire face à des pathologies telles que la résistance à l’insuline, un des facteurs clé du syndrome 
métabolique (Zheng et al 2012). Le resvératrol peut également stimuler le transport du glucose dans 
les myotubes C2C12  et potentialiser le signal de l’insuline via l’activation de l’AMPK (Park et al 
2007). Enfin, il a été montré que le resvératrol peut restaurer la β-oxydation mitochondriale au 
niveau des fibroblastes humains. Cette stimulation de la β-oxydation mitochondriale est SIRT1 et 
PGC1α dépendante, ce qui souligne l’importance de l’axe SIRT1- PGC1α-AMPK au niveau 






II.3. Le resvératrol et la myogenèse  
Avant notre travail, très peu d’études existaient sur l’effet myogénique des polyphénols sur le 
muscle squelettique. Dans un modèle de souris myopathes (mdx) qui est un modèle d’étude pour la 
dystrophie musculaire de Duchenne, le resvératrol montre une perte moins importante de la masse 
musculaire par rapport à des souris non traitées (Hori et al 2011).  
De plus, le resvératrol a été montré capable d’inhiber des protéines de dégradation telles que PIF 
(proteolysis inducing factor), Angiotensin I/II diminuant ainsi l’atrophie du muscle squelettique 
(Russell et al 2006, Wyke et al 2004).  
Dans notre modèle d’étude de cellules squelettiques myoblastiques murines (lignée C2C12), nous 
nous sommes intéressés plus particulièrement aux effets pro-différenciateurs du resvératrol sur 
l’expression de différents facteurs de transcription (FT) qui contrôlent la myogenèse. En effet, la 
différenciation musculaire est gouvernée par une multitude de facteurs qui sont soit des cytokines, 
soit des facteurs de prolifération, mais surtout des FT appelés Mrf (Braun & Gautel 2011). Nous 
avons donc observé l’expression de ces facteurs au cours d’une cinétique de 24h avec du 
resvératrol. Nous avons également étudié l’expression de régulateurs de ces FT que sont les Mir et 
les MEF. Ces derniers peuvent interagir directement avec les Mrf permettant la transcription de 
gènes spécifiques du muscle squelettique. Une étude rapporte aussi que le facteur Forkhead box O1 
(FoxO1) favorise la spécification des fibres musculaires dans la lignée cellulaire C2C12 durant la 
différenciation (Yuan et al 2011). Nous pouvons penser alors que le resvératrol pourrait jouer un 
rôle dans la différenciation musculaire par l’intermédiaire d’autres facteurs de transcription tels que 
Foxo1. En conclusion, l’étude des effets pro-différenciateurs du resvératrol ouvre de nouvelles 
perspectives thérapeutiques où ce polyphénol se comporte comme un agent pro-différenciateur 
favorisant la résistance du muscle squelettique. Le resvératrol pourrait alors empêcher ou ralentir les 
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III. « X », une formulation naturelle dirigée contre le stress oxydant, rappels sur les espèces 
réactives d’oxygène et de l’azote 
III.1. Informations sur le produit  
Notre partie dans le projet « X » s’inscrit dans l’étude du statut antioxydant du muscle squelettique. 
Le produit « X » est une formulation à base de différents polyphénols dont la composition reste 
confidentielle selon l'accord de consortium signé dans le cadre d’un projet collaboratif porté par 
VITAGORA et sélectionné par le Fond Unique Interministériel (FUI).  
Deux principaux axes sont à l’étude : 
L’étude in vivo de l’effet antioxydant de « X » au niveau du muscle squelettique.   
L’étude in vitro de l’effet antioxydant de « X » sur cellules musculaires squelettiques murines 
(C2C12). Le choix de l’étude du stress oxydant au niveau musculaire est justifié par l’intervention 
de cet organe dans les processus d’oxydation due à son métabolisme actif (lipides, sucres). Cette 
oxydation met en jeu l’un des principaux organites producteurs de ROS qui est la mitochondrie. En 
effet, la production de radicaux libres par les mitochondries pourrait être à l’origine de la 
fragilisation du tissu musculaire et intervenir dans diverses pathologies. Par conséquent, des 
stratégies utilisant des antioxydants pourraient retarder ces processus ou constituer de possibles 
traitements.  
 
III.2. Rappels du contexte  
III.2.1. Le stress oxydant  
Le stress oxydant (ou stress oxydatif) correspond à une agression de l’organisme qui conduit à une 
production massive et  continue d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) ou d’espèces réactives de 
l’azote (RNS). Lorsque la production de ces radicaux libres (RL) est excédante par rapport aux 
défenses antioxydantes, il y a perturbation de la « balance redox » et développement du stress 
oxydant. Les espèces radicalaires peuvent alors causer des dommages irréversibles dans la cellule, 
en s’attaquant aux protéines, aux lipides et à l’ADN (acide désoxyribonucléique) conduisant à la 
mort cellulaire (Deavall et al 2012).  Le stress oxydant a plusieurs origines (Figure 16): 
 
 Environnementales : pollution, tabac, alcool, vieillissement. 
 Génétiques : absence de défense antioxydante (enzyme, protéine).  





La production excessive de RL peut conduire au développement de pathologies telles que : le 















Pour contrebalancer les effets du stress oxydatif, l’organisme a mis en place un système antioxydant 
composé principalement de vitamines, d’oligo-éléments, de protéines et d’enzymes antioxydantes. 
Enfin, une production transitoire et modérée de ROS correspond à un mécanisme de défense de la 
cellule, lui permettant par exemple, d’activer des voies de signalisation impliquées dans la 
prolifération et la survie (Ray et al 2012). 
 
III.2.2. Description des radicaux libres  
Les radicaux libres sont des espèces chimiques très réactives à durée de vie courte. Ils proviennent 










Dérivés de l'oxygène 
espèces radicalaires espèces non radicalaires 
Formule Nom Formule Nom 
O2
• -
  Anion superoxyde •O-O• Oxygène singulet 
HO
•
  Radical Hydroxyle H2O2 Peroxyde d'hydrogène 
ROO
•
 Radical peroxyde 
R = chaîne carbonée 
RO
•
 Radical alkoxyle 
Figure 16. Stress oxydatif ; causes et conséquences 
 
Tableau 4. Les espèces réactives de l’oxygène 
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Une fois libérés, les ROS peuvent réagir avec le monoxyde d’azote pour générer les RNS (reactive 







III.2.3. L’origine des ROS  
L’un des organites principaux responsable de la formation des ROS est la mitochondrie. C’est par le 
transport d’électrons au niveau de sa chaîne respiratoire que la mitochondrie est capable de former 
les radicaux oxygénés (Barbieri & Sestili 2012). Cependant, la mitochondrie n’est pas la seule 
impliquée dans la formation de radicaux libres. Le peroxysome, autre organite qui participe entre 
autres à la β-oxydation des acides gras à très longue chaîne (supérieures à 22 atomes de carbone), 
est capable de former des ROS par l’intermédiaire d’enzymes oxydases FAD dépendantes 
(Antonenkov et al 2010).  
Dans le cytosol, les différentes oxydases à l’origine d’une production de ROS sont : 
 Xanthine oxydase 
 Aldéhyde oxydase 
 Galactose oxydase 
 NADPH oxydase 
 Monoamine oxydase 
 
III.2.4. Le système antioxydant  
Pour contrebalancer les effets du stress oxydatif, l’organisme a mis en place un système antioxydant 
composé principalement de vitamines, d’oligo-éléments et d’enzymes.  
 
III.2.5. Le système antioxydant non enzymatique  
Le rôle principal des antioxydants non enzymatiques est un effet « scavenger » des ROS. 











 Monoxyde d'azote 
Tableau 5. Quelques espèces réactives de l’azote 
52 
  
 Vitamine C : agrumes, oseille, choux… 
 Vitamine E : huile de tournesol, soja, beurre … 
 Vitamine A : foie, beurre, œufs… 
 Sélénium : poissons, œufs, viandes… 
 Zinc : fruits de mer, viandes, légumes verts… 
 Polyphénols : vin, thé, cacao… 
 
III.2.6. Le système antioxydant enzymatique  
Le système antioxydant enzymatique est composé d’enzymes qui catalysent des réactions de 
dismutation des ROS. Ces enzymes agissent à différents niveaux : dans le cytoplasme, dans la 
mitochondrie ou de façon extracellulaire (à la surface des membranes par exemple). 
Les SOD (Superoxydes dismutases) sont les enzymes majeures du système antioxydant 
enzymatique. Leur activité est liée à la présence de métaux Cu ou Mn (cuivre ou manganèse) et 
elles catalysent l’élimination par dismutation des anions superoxydes en faisant apparaître de l’O2 et 
du peroxyde d’hydrogène (H2O2)  moins toxique (Fukai & Ushio-Fukai 2011). 
On compte 3 isoformes SOD chez les mammifères :  
 Cu/Zn SOD (SOD1) enzyme cytoplasmique 
 Mn SOD (SOD2) enzyme mitochondriale  
 Cu/Zn SOD (SOD3) enzyme extracellulaire 
Une fois formé, le peroxyde d’hydrogène peut être réduit en H2O par deux autres enzymes 
antioxydantes : la catalase ou la glutathion peroxydase (GPx) (Figure 17). 
Un autre système antioxydant important est celui qui fait intervenir les peroxyredoxines (Prdx). Ces 
protéines contiennent des sites actifs cystéine sensibles à l’H2O2 qui vont permettre de réduire ce 
radical. De plus, l’activité des peroxyredoxines est souvent associée à celle des thioredoxines 
(Thrx), autres protéines antioxydantes.  
Ces dernières peuvent réduire les radicaux libres grâce à leur activité thioredoxine réductase (Rhee 
et al 2012). Chez les mammifères, on trouve six isoformes de Prdx, classées en trois catégories en 
fonction de leur partenaire réducteur: 
 
 2-Cys Prdx (substrat = glutathion) 
 Prdx 2-Cys Atypique 


















III.2.7. Autre système antioxydant  
Chez les mammifères, sont localisées au niveau de la membrane des mitochondries des protéines de 
découplage appelées UCP « uncoupling protein ». On trouve cinq isoformes d’UCP dont 
l’expression est tissu spécifique (Tableau 6). L’UCP1 est bien décrite dans la littérature comme 
étant la protéine de régulation de la thermogenèse chez les rongeurs, chez les hibernants et les 
nouveaux nés. Le rôle de l’UCP2 et l’UCP3 reste encore flou, mais l’une des propriétés proposées 
dans la littérature est leur implication dans le stress oxydant. 
Le flux constant de protons au niveau de la membrane interne de la mitochondrie provoque la 
production de ROS par les complexes respiratoires I  et III. Les ROS peuvent alors former des 
produits tels que le 4-hydroxynonenal (4-HNE), un sous-produit de l’oxydation lipidique (Echtay 
2007). Ce dernier peut activer les UCP, qui pourront diminuer la production de ROS (Ricquier 
2005) (Figure 18). 
 
 
Isoformes Localisation  
UCP1 BAT (tissu adipeux brun) 
UCP2 Ubiquitaire 
UCP3 Muscle squelettique 
UCP4 Cerveau 




Figure 17. Le système antioxydant enzymatique. 
D’après (Fukai & Ushio-Fukai 2011) 











L’étude d’expression de gènes, d’activité enzymatique après traitement au X, ainsi que des dosages 
de ROS intracellulaires par cytométrie en flux seront les indicateurs d’une possible activité 





Figure 18. Mécanisme d’action hypothétique des UCP dans la diminution du taux de ROS dans la mitochondrie. 






















 « Y » une formulation 




IV. « Y », une formulation naturelle à propriétés hypolipidémiantes  
IV.1. Rappels du contexte  
IV.1.1. Le syndrome métabolique  
Le syndrome métabolique, syndrome X ou encore syndrome de l’insulino-résistance, a été décrit 
dès 1988 par le Pr G.Reaven (Reaven 1988). Ce syndrome n’est pas une pathologie en soi mais un 
ensemble d’anomalies telles qu’une obésité abdominale, une hypertension artérielle ou une 
hyperglycémie. Cependant, la cause principale du syndrome est la résistance à l’insuline (Despres 
& Lemieux 2006). Le développement du syndrome métabolique est dû en partie à un mode de vie 
sédentaire, à une mauvaise alimentation associée à un manque d’activité physique. En Europe par 
exemple, 15% de la population adulte est affectée dont les femmes de plus de 60 ans et les hommes 
de plus de 50 ans (Hu et al 2004). Le syndrome métabolique est devenu un problème majeur de 
santé publique avec un essor chez les jeunes adultes. D’après l’étude DESIR (Données 
Epidémiologique sur le Syndrome d’Insulino-Résistance) réalisée en France auprès de 5000 
volontaires entre 1994 à 2004, la fréquence d’apparition de facteurs de risques est plus importante 
dans la population nord-américaine par rapport à la population européenne et plus particulièrement 
en France (Gautier et al 2010). Enfin, cette étude a permis de mettre en évidence l’étroite relation 
qui existe entre ce syndrome et l’obésité à l’origine entre autres de pathologies cardio-vasculaires et 
du diabète de type II.  
 
IV.1.2. Définition du syndrome métabolique  
Définir le syndrome métabolique revient à étudier l’ensemble des signes physiopathologiques qui 
vont permettre d’établir un diagnostic simple et précis chez un individu.  
Ce diagnostic varie quelque peu selon les pays ou les organismes de santé. Les critères préconisés 
(Tableau 7) par l’organisation mondiale de la santé (WHO : World Health Organization), puis 
simplifiés par NCEP/ATP III (National Cholesterol Education Program/ Adult Treatment Panel III), 
permettent de dire qu’il y a syndrome métabolique lorsqu’au moins trois des facteurs de risque 










 Surpoids/obésité (tour de taille):    
♀  > 88 cm  ♂ > 102 cm 
 Hypertension artérielle :   
> à 130 mm Hg /85 mm Hg 
 Taux élevé de triglycérides :   
≥ à 1,7 mmol/L (1,5 g/L) 
 Faible taux de HDL :    
< à 1 mmol/L (inf. à 0,39 g/L) 
 Glycémie élevée :    






IV.1.3. Syndrome métabolique et obésité  
Le développement de l’obésité est fortement corrélé au développement du syndrome métabolique. 
On parle d’obésité si la masse grasse (masse adipeuse) est supérieure à 20% du poids total chez 
l’homme  et chez la femme supérieure à 30% (Prasad et al 2011). Lors d’une prise alimentaire 
(sucres et graisse) le tissu adipeux blanc va stocker les acides gras sous formes de triglycéride (TG). 
L’accumulation excessive de TG va induire une hypertrophie des adipocytes à l’origine de l’obésité 
(Zhang et al 2012). Il existe différents phénotypes d’obésité caractérisés par des répartitions 
différentes de graisses au niveau du corps (Figure 19): 
 
 Type I : Excès de graisses sans localisation préférentielle. 
 Type II : Obésité androïde : excès de graisses présent au niveau du tronc et abdomen. 
 Type III : Obésité viscérale : excès de graisses au niveau de l’abdomen. 







Tableau 7. Les différents critères définissant 
le syndrome métabolique.  

















IV.1.4. Le tissu adipeux  
Il existe deux types de tissus adipeux (TA) chez les mammifères : un TA brun (TAB) et un TA 
blanc (WAT). Le TA brun se différencie du TA blanc de par le nombre de mitochondries, plus 
importantes dans ce dernier d’où sa coloration brune. Le TAB est essentiellement présent chez les 
mammifères qui hibernent, les rongeurs et les nouveaux nés. Son rôle principal est de réguler la 
thermogenèse, mais de récentes publications montrent que le TAB pourrait jouer un rôle 
prépondérant dans le diabète de types 2 chez l’homme (Virtanen et al 2009).  
Le TA blanc quant à lui, moins chargé en mitochondries, est responsable principalement du 
stockage de graisses sous formes de triglycérides qui serviront de source d’énergie pour d’autres 
organes tels que le muscle squelettique par exemple. Ce tissu est capable également de sécréter à la 
fois des cytokines (IL6, TNFα), des hormones (leptine, adiponectine) et des enzymes adipeuses 














Figure 19. Représentation schématique du phénotype Androïde dit « pomme » 
chez l’homme et du phénotype Gynoïde dit « poire » chez la femme.  
D’après (http://www.flickr.com/photos/57142493@N03/6830278641/). 
Tableau 8. Listes des facteurs sécrétés par le tissu adipeux et leur cibles métaboliques.  
D’après (Guerre-Millo 2006) 
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IV.2. Syndrome métabolique, muscle squelettique et résistance à l’insuline  
De nombreuses études soulignent l’implication du muscle squelettique dans le syndrome de 
l’insulino-résistance. En effet, lorsque l’apport en acides gras dépasse la capacité du stockage du 
tissu adipeux blanc, les acides gras vont s’accumuler au niveau d’autres organes tels que le foie ou 
le muscle squelettique (Martins et al 2012). Nous avons vu (cf I.3.2) que l’accumulation d’acides 
gras au niveau musculaire est responsable de la perturbation du signal insulinique empêchant la 
captation du glucose. De plus, les acides gras peuvent provoquer des altérations de la fonction 
mitochondriale à l’origine d’une diminution de la capacité oxydative du muscle (Hoeks & 
Schrauwen 2012). Afin d’améliorer la réponse insulinique au niveau du muscle lors du syndrome 
métabolique, il est nécessaire d’améliorer la capacité oxydative de ce dernier. Nous avons vu que 
PGC-1α est au centre de l’homéostasie énergétique avec l’AMPK. Ce co-activateur a la possibilité 
d’activer des facteurs de transcription tels que les PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptors). Ces derniers au niveau du muscle squelettique peuvent induire l’expression de gènes de 
l’oxydation des acides gras comprenant à la fois des enzymes de β-oxydation (Acads, Mcad, Vlcad) 
et des protéines de transport (FAT/CD36, FABP3) (Moreno et al 2010).  
 
IV.3. Informations sur le produit  
Le produit « Y » est un mélange naturel destiné à corriger les désordres de nature lipidique de sujets 
présentant un syndrome métabolique (Tableau 9). 
L’équipe du Pr Norbert Latruffe dans laquelle j’ai participé, s’est intéressée à l’étude des 
































Ce mélange naturel à activité hypolipidémiante, a présenté de nombreux effets sur l’animal ainsi 
que chez l’homme d’après des informations non publiées. Tout d’abord chez les souris Ob/Ob 
(souris obèses mutées pour le récepteur de la leptine), « Y » a entraîné une augmentation de la 
consommation d’oxygène et un accroissement des performances physiques associées à une 
surexpression au niveau musculaire (Figure 20). 
D’autres études portant sur des souris invalidées pour le récepteur LDL développant spontanément 
des plaques d’athérosclérose et sous régime « Y » ont montré : 
 
 Une limitation de la prise de poids des souris (-20% après 9 semaines)  
 Une diminution des aires athérosclérotiques  
 Une forte diminution de la stéatose hépatique 
 Une réduction de la masse grasse au profit de la masse maigre 






Tableau 9. Composition de la préparation « Y » 
Formulation « Y » 
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Figure 21. Profil lipidique après 5 semaines et 12 semaines de traitement « Y » 
















Chez l’Homme, des études précliniques (données confidentielles fournies) réalisées durant 5 et 12 
semaines en régime « Y » et sur individus hyperlipidémiques ont montré une importante diminution 
plasmatique du taux de cholestérol total, du taux de cholestérol LDL  ainsi que du taux de 
triglycérides, sans pour autant modifier significativement le taux de cholestérol HDL (Figure 21). Il 
apparaît donc que le muscle squelettique est un organe de choix dans la lutte contre le syndrome 
métabolique. Des formulations naturelles, par exemple à base de polyphénols (resvératrol) ou autre, 
associées à une activité sportive, apparaissent alors comme des thérapies possibles dans la lutte 











Figure 20. Comparaison du nombre de gènes exprimés (n) par traitement « Y » (micronutrition) 
ou par à un traitement au Fenofibrate, un hypolipidémiant agoniste de PPARα chez des souris 
Ob/Ob par rapport à des souris témoins. 
(Données confidentielles transmises) 
n= n= n= 
n= n= n= 
« Y » /Homme 
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L’ensemble des travaux réalisés au laboratoire du Pr Walter Wahli a fait l’objet d’une publication 




























































I. Tissus, lignées et culture cellulaire 
I.1. Modèle in vivo  
Le modèle in vivo choisi au cours des différentes études est un modèle de souris de fond génétique 
C57BL6/J (Figure 22). C’est un modèle très utilisé en laboratoire, qui permet à la fois de reproduire 










Les animaux ont été traités par l’équipe du Dr L.Lagrost sur lesquels nous avons prélevé les 
muscles. Les souris ont reçu 4 régimes différents pendant 45 jours et 90 jours : un régime standard 
(SD), un régime SD+ « X », un régime riche ne calorie (High-Fat High-Sucrose = HFHS) et un 

















Tableau 10. Les différents régimes administrés aux souris. 
(Données fournies par l’équipe du Dr Laurent Lagrost) 
Figure 22. Souris C57BL/6 
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Après sacrifice des animaux, trois muscles ont été prélevés sur les pattes arrières des souris et 
immédiatement congelés à sec dans l’azote liquide et stockés à -80°C: 
Le tibialis qui est un muscle glycolytique. 
Le soleus qui est un muscle oxydatif. 
Le gastrocnemius qui est un muscle mixte. 
Il a été décidé que seul le gastrocnemius (Figure 23) sera utilisé pour la suite de l’étude. Une partie 
de ces muscles a servi à l’étude de l’expression de gènes antioxydants et une autre à l’étude de 










I.2. Modèle in vitro  
I.2.1. Cellules musculaires squelettiques murines C2C12 
Obtenues à partir de souris femelles C3H au niveau de la cuisse, les cellules C2C12 sont une lignée 
myoblastique immortalisée (Yaffe & Saxel 1977). Ce sont des cellules adhérentes avec un temps de 
doublement d’environ de 12 heures. Arrivées à confluence, les cellules C2C12 sont capables de se 
différencier en myotubes, état proche des cellules de muscle squelettique in vivo. Elles peuvent ainsi 
acquérir des propriétés contractiles. 
 
I.2.2. Conditions de culture des cellules C2C12 
Les cellules C2C12 sont cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium). Ce 
milieu est composé entre autres : de glucose (4,5 g/L) supplémenté en glutamine (584 g/l). Un 
cocktail de 2 antibiotiques à 1% (Pénicilline (10,000 U/ml)/Streptomycine (10 mg/ml)) est ajouté 
ainsi que du sérum de veau fœtal (10%). Les cellules C2C12 sont maintenues dans un incubateur à 
37°C dans une atmosphère humide contenant 5% de CO2. L’entretien est réalisé dans des boîtes de 
Pétri (80 cm
2
) toutes les 48 h.  




100 µm 100 µm 
Lorsque les cellules arrivent entre 50%-60% de confluence, elles sont lavées avec 5 ml de DPBS 
(Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline), puis trypsinées avec 2 ml d’une solution de trypsine 0,05 
%/EDTA 0,02%.  
Les cellules sont alors reprises dans 8 ml de milieu frais, puis centrifugées à 900 tpm pendant 5 min. 
Pour différencier les myoblastes en myotubes, le sérum de veau fœtal est remplacé par 2% de sérum 
de cheval (Sigma Aldrich, H1270-500ml) quand les cellules C2C12 atteignent 100% de confluence 












I.2.3. Analyse morphométrique  
L’analyse morphométrique a été réalisée sur les cellules C2C12 (myoblastes) après une cinétique au 
resvératrol (voir traitement au resvératrol). Les images ont été obtenues en utilisant un microscope 
inverse (Zeiss Axiovert 40 CFL x100, MicroImaging,Inc, Thornwood,NY, USA) combiné à la fois 
à une caméra (AxioCam1Cm1) et au logiciel Axiovision software. L’analyse morphométrique a été 
effectuée selon la méthode employée de Cicha 2011 (Cicha et al 2011), en mesurant l’index 
d’élongation (EI) ou EI = (L-S)/(L+S) où L est la longueur de la cellule et S la largeur de la cellule. 
A chaque temps de traitement donné, plus de 150 cellules ont été mesurées par le logiciel ImageJ.  
 
II. Traitements appliqués sur les cellules  
II.1. Traitements des cellules C2C12 avec du resvératrol  
Les cellules ont été ensemencées dans des boîtes de pétri (80 cm
2
) à raison de 2500 cellules/cm
2
, 
puis laissées adhérées dans le milieu DMEM (voir conditions de culture). Après 24 h d’incubation, 
les cellules ont été mises en contact avec du milieu DMEM contenant du resvératrol* à la 
concentration finale de 20 M.  
Figure 24. Morphologie des cellules C2C12 non différenciées (a: Myoblastes) et différenciées (b: Myotubes). 
D’après (Kaminski et al 2012) 
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Le resvératrol étant dissous dans l’éthanol, un contrôle correspondant à des cellules incubées avec 
un même volume d’éthanol 0,1% final a été effectué. Une cinétique a été ensuite réalisée allant de 2 
h, 6 h, 12 h, 18 h et 24 h d’incubation avec le resvératrol. Les cellules ont  été ensuite lavées au 
DPBS deux fois, puis lysées avec un tampon de lyse (RNeasy mini kit) et conservées à -80˚C. 
Après l’extraction des ARN totaux, le niveau d’expression des ARNm des gènes de différenciation 
musculaire a été évalué par RT-qPCR. 
 
* Préparation de la solution de resvératrol 
La solution de resvératrol (Sigma Aldrich, R5010, 100 mg) a été solubilisée avec de l’EtOH 100% 
donnant une concentration mère de 30 mM. La solution ainsi reconstituée est protégée de la lumière 
et stockée à -20°C.  
 
II.2. Traitements avec « X » 
Les cellules ont été ensemencées dans des boîtes de Pétri (80 cm
2
) à raison de 2500 cellules/cm
2
 
puis laissées adhérées dans le milieu DMEM (voir conditions de culture). Après 24 h d’incubation, 
les cellules ont été mises en contact durant 24 h ou 48 h avec du milieu DMEM contenant à la fois 
un générateur de ROS** (5 mM final) et une solution X*** à une concentration finale comprise 
entre de 10 µg/ml et 50 µg/ml. Dans d’autres séries d’expériences, les cellules C2C12 ont été pré-
traitées durant 24 h par du « X » à une concentration comprise entre 10 µg/ml et 50 µg/ml, avant de 
recevoir le milieu contenant le générateur de ROS en présence ou non de « X » pour une seconde 
période de 24 h.  
Les cellules ont été ensuite lavées au DPBS deux fois, puis lysées avec un tampon de lyse RLT de 
RNeasy mini kit et conservées à -80˚C. Après l’extraction des ARN totaux, le niveau d’expression 
des ARNm des gènes antioxydants a été évalué par RT-qPCR. 
 
Préparation de la solution « générateur KRL » = générateur de ROS (AAPH).  
** La solution de générateur de ROS a été reconstituée avec du PBS 1X stérile donnant une 
solution mère de 100 mM, permet de générer des radicaux hydroxyl et peroxyl.  
*** La solution « X » a été reconstituée à partir d’une poudre « X » (20 mg) et a été solubilisée 
dans 1 mL de milieu DMEM. La solution « X » est ensuite protégée de la lumière, agitée pendant la 
nuit et enfin filtrée (20 µm).  
L’eppendorf contenant le culot de la solution « X » est séché puis nous pesons l’excédent de poudre 




II.3. Traitement avec « Y » 
Les cellules C2C12 ont été ensemencées dans des boîtes de Pétri à raison de 2500 cellules/cm
2
 puis 
laissées adhérées dans le milieu DMEM. Après 24 h d’incubation, les cellules ont été mises en 
contact avec du milieu DMEM contenant quatre concentrations différentes de « Y »**** : 0,04 
pg/ml, 0,4 pg/ml, 4 pg/ml, 40 pg/ml 0,1% EtOH final.  
Des témoins absolus ainsi que des témoins 0,1% EtOH ont été réalisés et les différents traitements + 
témoins ont été incubés à 37°C pendant 24 h ou 48 h. Les cellules ont ensuite été lavées au DPBS 
1X deux fois, puis lysées avec un tampon de lyse (RNeasy mini kit) et conservées à -80˚C. Après 
l’extraction des ARN totaux, le niveau d’expression des ARNm des gènes du métabolisme 
énergétique musculaire a été évalué par RT-qPCR. 
 
Préparation de la solution de « Y » 
**** L’éthanol a été choisi après différents tests de solubilisation comme le meilleur solvant de 
« Y ». A partir d’une solution mère de 790 µg/L, ont été réalisées les solutions de traitements de 
0,04 pg/ml, 0,4 pg/ml, 4 pg/ml, 40 pg/ml 0,1% EtOH final. 
 
III. Transcription inverse et Réaction en chaîne par polymérisation (RT-qPCR) 
III.1. Extraction d’ARN totaux à partir de tissus  
L’extraction des ARN totaux des tissus (gastrocnemius) a été réalisée au moyen du kit d’extraction 
« RNeasyFibrous Tissue » de QIAGEN. Un échantillon de tissu (environ 30 mg) a été placé dans un 
tube eppendorf de 2 ml contenant 300 μl de tampon de lyse RLT. Les échantillons sont rapidement 
broyés par l’intermédiaire du « TissueRuptor de Qiagen ».  
Cinq cents quatre-vingt-dix µl d’eau sans RNase ainsi que 10 µl de solution de protéinase K sont 
ajoutés au lysat et  homogénéisés à l’aide d’une pipette.  
Une incubation est alors effectuée à 55°C pendant 10 min. Après centrifugation  (10000 g, 3  min, 
T°C ambiante), la phase supérieure qui contient les ARN a été transférée dans un nouvel Eppendorf 
de 2 ml auquel on ajoute 450 µl d’EtOH 100%, homogénéisé à l’aide d’une pipette.  
 
Sept cents µl du lysat sont transférés sur la colonne RNeasy Mini spin. Les colonnes sont 
centrifugées à 8000 g pendant 20 sec. La même étape est effectuée avec le reste du lysat. Une étape 
de lavage a été réalisée avec du tampon RW1
®
 (350 µl). La colonne a été de nouveau centrifugée à 
8000 g pendant 20 sec et une étape de digestion à la DNase a été réalisée en incubant la colonne 
avec de la DNase (Qiagen) diluée dans du tampon RDD
®
 pendant 20 min à T°C ambiante. Les 
colonnes ont été rincées puis éluées au moyen respectivement, de tampon RW1
®





 (500 µl deux fois). Les colonnes sont transférées dans un tube Eppendorf stérile de 
1,5 ml et les ARN ont été élués avec 30 μl de H2O « RNase-free » à 8000 g pendant 1 min. 
 
III.2. Extraction d’ARN totaux à partir de cellules  
L’extraction des ARN totaux des tissus a été réalisée au moyen du kit d’extraction « RNeasy mini 
kit » de QIAGEN à partir de 2500 celulles/cm
2
. Après un lavage au DPBS deux fois, les cellules en 
culture ont été lysées à l’aide du tampon de lyse RLT® (600 µl) de Qiagen. Les culots sont congelés 
à -80°C. Lors de l’extraction, les culots ont été lysés mécaniquement à l’aide d’une seringue. Six 
cents μl d’EtOH 70% ont été ajoutés au lysat et homogénéisés à l’aide d’une pipette afin de 
précipiter les ARN. Sept cents µl ont été transférés sur colonne RNeasy Spin puis centrifugé à 8000 
g pendant 20 sec. La même étape est réalisée avec le reste du lysat. Une  première étape de lavage a 
été effectuée avec 700 µl du tampon RW1, puis une seconde avec 350 µl du tampon RW1
®
 à 8000 
g pendant 20 sec. Une étape de digestion à la DNase a été ensuite réalisée en incubant la colonne 
avec de la « RNase free DNase » (Qiagen) diluée dans du tampon RDD
®
 pendant 20 min à T°C 
ambiante. Les échantillons ont été lavés avec 350 µL de tampon RW1
®
, puis avec 500 µL de 
tampon RPE
®
 (deux fois) à 8000 g pendant 20 sec.  
La colonne a été transférée dans un tube Eppendorf stérile de 1,5 ml et les ARN ont été élués avec 
30 μl de H2O « RNase-free » à 8000 g pendant 1 min.  
 
La qualité des ARN purifiés a été vérifiée par analyse électrophorétique sur gel d’agarose 1 % 
préparé dans du tampon MOPS (acide 3-N-morpholino-propane sulfonique) 20 mM, acétate de 
sodium 5 mM, EDTA 1mM, pH 7) contenant du bromure d’éthidium. Les échantillons ont été 
chauffés à 70°C pendant 10min avant le dépôt (1µg d’ARN + xtampon de charge V/V) sur gel 
d’agarose 1%. Les ARN ont été visualisés après exposition du gel sur table UV.  
x
Le tampon de charge contient : 
 
 95% formamide 
 0,025% SDS 
 0,025% Blue de bromophénol 
 0,025% xylene cyanol FF 
 0,025% Ethidium bromide 





III.3. Dosage des ARN totaux  
Les ARN totaux extraits ont été dosés par spectrophotométrie avec un spectrophotomètre UV1800 
Shimadzu sur cellule Traycell de Hellma.  
L’absorbance a été mesurée entre 240 nm et 320 nm de longueur d’onde, 260 nm correspondant à 
l’absorption maximale des acides nucléiques. Une unité d’absorbance à 260 nm correspond à 40 μg 
d’ARN totaux/ml. Enfin, le ratio 260 nm/280 nm doit être compris entre 1,8 et 2,2.  
 
III.4. Transcription inverse  
La transcription inverse est la synthèse d’ADN complémentaire (ADNc) monobrin à partir des ARN 
totaux extraits. La réaction a été réalisée avec le kit iScript cDNA Synthesis kit dans un volume 
total de 20 μl. Le mélange contenait 1 μg d’ARN, 1 µl iScript reverse transcriptase, 4 µl 5x iScript 
reaction mix (contenant à la fois des oligo(dT) et des random hexamer primers), et le mélange 
réactionnel a été complété à 20 µl avec de l’eau ultrapure. Le mélange a été chauffé à 25°C pendant 
5 min, puis à 42°C pendant 1h, et enfin à 85°C pendant 5 min. Les produits de RT ont été ensuite 
conservés à -20°C jusqu’à leur utilisation. 
 
III.5. Réaction de polymérisation en chaîne en temps réel  
On mesure lors de la PCR en temps réel la quantité d’ADN synthétisé grâce à la fluorescence émise 
par un fluorophore qui s’intercale entre les brins de l’ADN néosynthétisé au cours de la réaction de 
PCR.  
Le fluorophore utilisé au cours de cette réaction est le MesaGreen (Mesa Green qPCRMasterMix 
Plus for SYBR assay w/fluorescein d’Eurogentec). La PCR quantitative est utilisée ici sur les 
produits issus de l’étape de transcription-inverse. Pour un couple d’amorce dont l’efficacité est 
proche de 100%, la quantité d’ADN néosynthétisé est directement dépendante de la quantité de 
matrice initiale.   
Utilisées dans une expérience de RT-QPCR, les quantités relatives synthétisées sont considérées 
comme refléter les quantités relatives d’ARN initiales en supposant que les efficacités de 
transcription inverse sont identiques entre molécules d’ARNm.  
 Les amorces d’origine murine utilisées pour chacun des gènes amplifiés ont été choisies grâce à la 
base de données PrimerBanK (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/). Le gène de référence 
utilisé est le gène 36B4 ou RPLP0 dont la séquence est très conservée entre différentes espèces. 
Chaque couple d’amorce a été confronté à la base de séquences génomiques de souris grâce au 
logiciel BLAST, puis analysé sur le site DNAcalc de Sigma (http://www.sigma-
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genosys.com/calc/DNACalc.asp) afin de vérifier si des structures secondaires (épingle à cheveux) 
pouvaient exister, ce qui aurait pour conséquence de réduire la spécificité de la PCR. 
 
III.6. Préparations des échantillons  
La réaction de transcription inverse de 20 μl a été diluée avec de l’eau dans un volume final de 
100µl. A partir de ces échantillons, une gamme de dilution a été réalisée pour servir de standard 
pour la réaction de qPCR. Un volume de 25 μl de chacun des échantillons a été prélevé et mélangé 
aux autres pour constituer le premier point de gamme, nommé arbitrairement 1 (100%). Les points 
suivants de la gamme ont été obtenus par dilutions en cascade au ½ et ont donné les points «1/2», 
«1/4», « 1/8 », « 1/16 », « 1/32 » et « 1/64 ». Les 75 μl de produit de RT restant ont été complétés 
avec de l’eau ultrapure pour donner un volume final de 300 µl. 
 
III.7. Polymérisation en chaîne quantitative 
Chaque échantillon a été analysé en double dans des plaques 96 puits (AppliedBiosystems). Le 
volume réactionnel dans chaque puits est de 25 μl et est constitué de la manière suivante : 12,5 μl de 
« Mesa Green qPCRMasterMix Plus for SYBR assay w/fluorescein d’Eurogentec », 5 μl d’ADNc 
(produit de RT dilués) et 330 nM de chaque amorce.  
La PCR débute par une étape de chauffage à 95°C pendant 10 min, suivie de 40 cycles de 
dénaturation de 15 sec à 95°C et 1 min d’hybridation à 60°C. La spécificité de l’amplicon a été 
évaluée par la « melting curve » (Figure 25) ou courbe de fusion qui permet de déduire la 
température de fusion (Tm) spécifique d’un amplicon donné. Durant cette étape, la température est 
élevée lentement de 55°C à 95°C par pallier de 0,5°C toutes les 10 sec. Lorsque la température 
augmente, l’ADN double brin se dissocie, ce qui  provoque la libération du fluorophore et donc la 
diminution progressive de la fluorescence.  
Quand 50 % de l’ADN double brin ont été dissociés la fluorescence chute brutalement, cela 
correspond à la Tm du produit synthétisé. Un seul pic d’intensité est observé sur la courbe de 
fusion, lorsqu’un produit unique est synthétisé. 
L’efficacité d’amplification (E) est définie comme étant la proportion moyenne des molécules 
d’ADN cible se dupliquant à chaque cycle d’amplification. Pour que la PCR soit exploitable, 
l’efficacité doit être comprise entre 90% et 105%. Cette droite d’étalonnage a pour équation Ct = 
log (facteur de dilution) + Ct ADNc non dilués.  
Le Ct (« cycle threshold » ou cycle seuil) est défini comme la valeur du cycle pour laquelle la 
quantité de fluorescence dépasse de manière significative le seuil de détection de l’appareil.  
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En parallèle à cette gamme d’étalonnage, les échantillons sont amplifiés et les valeurs de Ct 
























III.8. Analyse quantitative de l’expression des ARNm 
La quantification relative des résultats de PCR en temps réel a été analysée par le logiciel REST 
(http://www.gene-quantification.de/rest-paper.html). Ce logiciel calcule l’expression relative des 
différents gènes en incluant à la fois l’efficacité (E) de la PCR et une normalisation des résultats par 
rapport à un gène de référence, dans notre cas le gène 36B4 (Figure 27). REST (Pfaffl et al 2002) 
intègre aussi un test statistique ANOVA avec un algorithme de randomisation permettant 
d’observer si des variations des valeurs moyennes de Ct entre deux groupes sont significativement 
différentes. 
 
Figure 26. Courbe d’étalonnage obtenue après dilution en série des échantillons. 
L’abscisse correspond à la concentration en ADNc et l’ordonnée donne la valeur de Ct. 
La courbe d’étalonnage permet d’avoir aussi l’efficacité de la PCR 








L’étude avec le resvératrol a permis de mesurer les expressions d’ARNm de gènes de la 
différenciation musculaire (Tableau 11).  
L’étude avec  « X » a permis de mesurer l’expression d’ARNm de gènes antioxydants (Tableau 
12).  
L’étude avec la « Y » a permis de mesurer l’expression d’ARNm de gènes du métabolisme 























Figure 27. Formule du calcul du niveau d’expression d’un gène par le logiciel REST 
Ratio = E Target ΔCt Target (control-sample) 


























Forward : sens 
Reverse : anti-sens 


















































Tableau 11. Séquences des amorces utilisées pour l’étude de la différenciation musculaire avec le resvératrol. 
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Gène Séquences des amorces NCBI Locus 
Sod1 Forward: GACCTGGGCAATGTGACTGCTG 
NM_011434.1 
  Reverse: CACCAGTGTACGGCCAATGATG 
Sod2 Forward: ATTAACGCGCAGATCATGCAG 
NM_013671.3 
  Reverse: CTGAGTTGTAACATCTCCCTTGG 
Ucp2 Forward: CAAGTCTCCACGACCCATTT 
NM_011671.4 
  Reverse: TTCACAGCTGCCAGACAATC 
Ucp3 Forward: GCCTTCTCTCTCGGAGGTTT 
NM_009464.3 
  Reverse: GAGAGCAGGAGGAAGTGTGG 
Nrf1 Forward: AGCACGGAGTGACCCAAAC 
NM_001164229.1 
  Reverse: TGTACGTGGCTACATGGACCT 
Nrf2 Forward: TAGATGACCATGAGTCGCTTGC 
NM_010902.3 
  Reverse: GCCAAACTTGCTCCATGTCC 
Gpx Forward: CCCTAGGAGAATGGCAAG 
NM_008160.6 
  Reverse: CAGAGTGCAGCCAGTAATCACCAAG 
Pgc1α Forward: AGACGGATTGCCCTCATTTGA 
NR_027710.1 
  Reverse: TGTAGCTGAGCTGAGTGTTGG 
Sirt1 Forward: ATGACGCTGTGGCAGATTGTT 
NM_019812.2 
  Reverse: TTTCCGCTTTGGTGGTTCTGA 
36b4 Forward: CGACCTGGAAGTCCAACTAC 
NM_007475.5 



















Tableau 12. Séquences des amorces utilisées pour l’étude du stress oxydant avec « X ». 
76 
  
Gène Séquences des amorces NCBI Locus 
Pparα Forward: CTGAACATCGAGTGTCGAATAT 
NM_011144.6 
  Reverse: GGTCTTCTTCTGAATCTTGCAGCT 
Pparβ Forward: TTGAGCCCAAGTTCGAGTTTG 
NM_011145.3 
  Reverse: CGGTCTCCACACAGAATGATG 
Pparγ Forward: CACAATGCCATCAGGTTTGG 
NM_011146.3 
  Reverse: CTGGTCGATATCACTGGAGATC 
Srebp1c Forward: GAGGCGGCTCTGGAACAGA 
NM_011480.3 
  Reverse: TGTCTTCGATGTCGTTCAAAACC 
Srebp2 Forward: CTGCAGCCTCAAGTGCAAAG 
NM_033218.1 
  Reverse: CAGTGTGCCATTGGCTGTCT 
Gs1 Forward: GAACGCAGTGCTTTTCGAGG 
NM_030678.3 
  Reverse: CAGATAGTAGTTGTCACCCCAT 
Acads Forward: GGCACGGAGTTTCAGTGTTT 
NM_007383.2 
  Reverse: TCTACAGCAGAACACGCACC 
Mcad Forward: ATCTGCAAAGTCTTACAGGGC 
NM_054094.5 
  Reverse: TCCTCAGGTGAATCATGGTCA 
Vlcad Forward: GGAGGACGACACTTTGCAGG 
NM_017366.2 
  Reverse: AGCGAGCATACTGGGTATTAGA 
Fat/Cd36 Forward: ATGGGCTGTGATCGGAACTG 
NM_007643.4 
  Reverse: GTCTTCCCAATAAGCATGTCTCC 
Fabp3 Forward: GACGAGGTGACAGCAGATGA 
NM_010174.1 
  Reverse: TGCCATGAGTGAGAGTCAGG 
Cpt1β Forward: CGAGGATTCTCTGGAACTGC 
NM_009948.2 
  Reverse: GGTCGCTTCTTCAAGGTCTG 
Acox1 Forward: AAGTCCCTCTGTATAGATTGGCA 
NM_028765.3 
  Reverse: CCTTGGCAGACAACACACTC 
Scap Forward: CTGCCATTGTCTGCAACTTT 
NM_001103162.1 
  Reverse: ACCTGCCTTCAGTCCAGTTT 
Pgc1α Forward: AGACGGATTGCCCTCATTTGA 
NR_027710.1 
  Reverse: TGTAGCTGAGCTGAGTGTTGG 
36B4 Forward: CGACCTGGAAGTCCAACTAC 
NM_007475.5 










Tableau 13. Séquences des amorces utilisées pour l’étude du métabolisme énergétique  avec « Y ». 
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IV. Analyse des protéines par électrophorèse et immunoblotting 
IV.1. Préparation et dosage à partir d’extraits protéiques  
Les cinétiques de traitement avec le resvératrol sur les myoblastes et myotubes ainsi que les 
différents contrôles ont été réalisés dans des boîtes de Pétri (80 cm
2 
de diamètre), ensemencées 
initialement à 2500 cellules/cm
2
. A l’issue du traitement, les cellules ont été lavées au DPBS deux 
fois, puis lysées durant 30 min sur la glace dans du tampon RIPA (Tris HCl 50 mM, NaCl 150 mM, 
EDTA 2 mM, NaF 50 mM, SDS 0,1%, désoxycholate de sodium 0,5%, NP40 1%, pH 8) contenant 
des inhibiteurs de protéases (Roche Diagnostics). Le surnageant constituant l’extrait protéique a 
ensuite été récupéré puis centrifugé à 20000 g pendant 15 min à 4°C.  
Les concentrations protéiques ont été mesurées selon la méthode BCA (« Bicinchoninic Acid »), en 
plaque 96 puits, contre une gamme de BSA allant de 1 μg/puits à 20 μg/puits. Le volume final de 
chaque essai est de 225 μl comprenant 200 μl de réactif (acide bicinchininique (réactif A) : Cu2+ 
(réactif B), 50 :1) et 25 μl d’extrait protéique. La plaque est incubée à 37°C pendant 30 min,  puis 
l’absorbance est lue à 570 nm. Le blanc a été fait sur 200 μl de réactif auxquels sont ajoutés 25 μl 
de RIPA. 
 
IV.2. Séparation des protéines sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturante SDS-PAGE 
(PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)  
Cinquante microgrammes de protéines ont été repris dans un tampon dénaturant (Tris HCl 250 mM, 
glycérol 40%, β-mercaptoéthanol 20%, SDS 10%, pH 6,8, bleu de bromophénol 0,003%). Un gel de 
séparation entre 8 et 14% d’acrylamide/bisacrylamide (38:1) et d’épaisseur 1,5 mm a d’abord été 
coulé dans un système d’électrophorèse MiniPROTEAN (BioRad), puis un gel de concentration de 
4% est ajouté. Cinquante microgrammes de protéines ont été déposés sur le gel de 4% (Tris HCl 
125 mM, SDS 0,1%, acrylamide/bisacrylamide 4%, pH 6,8), puis la migration est réalisée à 50 V 
dans le gel de concentration, puis à 120 V dans le gel de séparation dans un tampon de migration 
SDS, Tris et Glycine pH 8,8.  
 
IV.3. Electrotransfert et immunodétection 
Après leur séparation, les protéines sont transférées sur membrane PVDF (polyvinylidenefluoride)  
à 50 V dans un tampon de transfert Tris 50 mM /Borate 100 mM pendant deux heures à température 
ambiante.  
Les membranes obtenues ont été incubées durant une heure dans une solution de saturation (50 mM 
Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20) à laquelle a été ajouté du lait délipidé 5%.  
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Les membranes ont ensuite été incubées avec l’anticorps primaire, dirigé spécifiquement contre la 
chaîne lourde de la myosine (Millipore, Réf 05-716, IgG de souris) ou contre la β tubuline (Ozyme, 
Réf 2128S, IgG de lapin) dans une solution de saturation (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% 
Tween-20) contenant du lait délipidé 5%, sur la nuit à 4°C sous agitation.  
Le lendemain, les membranes ont été rincées trois fois 5 minutes à chaque fois avec du PBS 1X 
0,1%tween-20, puis incubées pendant 1 h à température ambiante sous agitation en présence de 
l’anticorps secondaire couplé à la peroxydase HRP (Santa Cruz, anti-IgG de souris, Réf sc 2005, 
anti-IgG de lapin, Réf sc 2004, 200 µg/0,5 ml) dilué au 1/10000 dans la solution de saturation (50 
mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20) contenant du lait délipidé 5%. Enfin, les 
membranes ont encore été une fois lavées pendant 5 min avec du PBS1X 0,1% tween-20, puis 
révélées par chimioluminescence en présence d’un substrat à base de luminol (Santa Cruz, Immuno 
Cruz, Réf sc 2048). La détection de la chimioluminescence a été effectuée avec le ChemiDoc XRS+ 
System de Biorad. L’Image Lab software de Biorad a permis de faire l’analyse par densitométrie.  
 
V. Mesure de l’activité enzymatique Superoxyde Dismutase (SOD) totale  
L’activité enzymatique a été mesurée sur les mêmes muscles qui ont servi à l’étude de l’expression 
de gènes antioxydants. Dix muscles par régime ont été choisis aléatoirement et pesés afin d’avoir 20 
mg de tissu. Chaque muscle a été placé dans un tube Eppendorf de 2 ml contenant 500 µl de tampon 
de lyse glacé (sucrose 0,25 M, Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4). Les tissus ont été ensuite broyés 
à l’aide du TissueRuptor de Qiagen afin d’obtenir un lysat homogène. Le lysat tissulaire a été 
centrifugé à 10000 g pendant 15 min à 4°C et le surnagent a été transféré dans un nouvel 
Eppendorf, puis dilué avec de l’eau ultrapure pour le dosage des protéines avec le kit BCA. Le 
dosage de l’activité SOD totale a été effectué avec le Kit : « SOD Assay Kit – WST » des 
laboratoires Dojindo (Japon). Celui-ci permet le dosage de l’activité SOD par méthode 
colorimétrique à 450 nm. Le principe du dosage repose sur l’inhibition par la SOD de l’oxydation 
du WST (2-(4-Iodophenyl)- 3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, sel 
monosodique), via la prise en charge des anions superoxydes (Figure 28). L’activité SOD sera 
























VI. Etude cytotoxique 
VI.1. Test de viabilité au bleu trypan 
Dans un premier temps, un test de viabilité au Bleu Trypan a été réalisé pour chaque composé. 
Celui-ci permet de distinguer et de réaliser un comptage de deux populations de cellules, l’une 
colorée en bleu représentant les cellules mortes et l’autre réfringente et transparente représentant la 
population de cellules vivantes. 
 
VI.2. Test au crystal violet 
Le Crystal violet est un colorant spécifique du noyau. Après traitement, les cellules ont été lavées au 
PBS 1X, puis fixées et colorées par une solution de crystal violet (crystal violet 0,5% (m/V), 
méthanol : eau (1/4 v/v)) pendant 5 min. Elles ont été lavées trois fois à l’eau ultrapure. Le Crystal 
violet incorporé dans les noyaux a ensuite été dissout par ajout d’une solution contenant du citrate 
de sodium (0,1 M) et 50% éthanol absolu. Après 30 min d’incubation à température ambiante sous 
agitation, l’absorbance de la solution a été lue à 450 nm. L’absorbance du contrôle a été rapportée à 
100% et les absorbances mesurées pour les échantillons traités ont été exprimées en pourcentage du 
contrôle. 
 
VI.3. Dosage de l’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) 
Tous les dosages de LDH ont été effectués sur les milieux de culture après les différents temps de 
traitements. Selon l’étude, deux témoins positifs ont été utilisés pour induire la mort cellulaire et donc le 
relargage de LDH dans le milieu de culture, soit du Triton X 100 à 0,1% final, soit du 7-
cétocholestérol à 40 μg/ml. Tous les dosages de LDH ont été réalisés au plateau technique du 
Bocage (Hôpital de Dijon) sous la direction de Mme L. Duvillard. 
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Figure 29. Histogramme de cytométrie en flux des cellules C2C12 après double marquage IP/DIOC(6)3. 
Histogramme de populations cellulaires 
après traitement « Y »/Soja/Témoins (A1/A2) 
 
VII. Cytométrie en flux  
La dernière technique utilisée pour étudier la cytotoxicité est la cytométrie en flux.  
 
VII.1. Marquage au IP et DIOC(6)3 
Après traitement des cellules C2C12 non différenciées par « Y », des doubles marquages avec des 
sondes fluorescentes ont été effectuées avec IP (5 µg/ml, Sigma Aldrich) + DIOC(6)3 (40 nM, 
Molecular Probes, Invitrogen) (Figure 29). Deux sondes, marqueurs de l’état cellulaire ont été 
utilisées : 
 IP (Iodure de Propidium)    Identifie l’altération membranaire, ne pénètre que 
dans les cellules ayant perdu leur intégrité membranaire. 
 DIOC(6)3      Mesure la polarisation mitochondriale 
Grâce à ce procédé nous avons pu distinguer différentes populations cellulaires en fonction de leur 
taille (FSC), de leur granularité relative (SSC) et de leur intensité de fluorescence (FL). 
Les cellules et le surnageant sont récupérés après traitement puis lavés et incubés avec le DIOC(6)3 
à 40 nM final pendant 15 min à 37°C. Après incubation, 5 µg/ml d’IP sont ajoutés et 10000 cellules 


















Histogramme de populations cellulaires  
après traitement au 7-cétocholestérol (B1/B2) 




Les analyses de cytométrie en flux ont été effectuées sur un « Galaxy de Partec » équipé d’un laser 
solide bleu 488 nm comme source d’excitation. La fluorescence de l’IP a été mesurée sur le canal 
FL3 équipé d’un filtre 630/15 nm. La fluorescence du DIOC(6)3 a été mesurée sur le canal FL1 
équipé d’un filtre 527/30 nm. 
 
VII.2. Dosage de ROS intracellulaires avec sonde DHE (dihydroéthydine)  
Le principe de ce dosage repose sur la formation du bromure d’éthidium à partir de l’hydroéthidine 
(2 µM, Molecular Probes, Invitrogen) en présence d’anions superoxyde (Figure 30). Par 
conséquent, ce dosage permet de doser indirectement la quantité d’anions superoxyde 
intracellulaires.  
Les cellules et le surnageant sont récupérés après traitement puis lavés et incubés avec la sonde 










Les analyses de cytométrie en flux ont été effectuées sur un « Galaxy de Partec », grâce au logiciel 
FlowMax
®
 équipé d’un laser solide bleu 488 nm comme source d’excitation. La fluorescence de 
Bromure d’éthidium a été mesurée sur le canal FL2 équipé d’un filtre 590/30 nm.  
 
VIII. Evaluation de « Y » comme possible activateur de PPARα ou PPARγ par transfection 
transitoire C2C12. 
Trois plasmides différents ont permis d’étudier les mécanismes d’actions possibles de « Y » 
(Figure 31a/b) : un plasmide appelé pfr LUC servira à l’analyse de l’activité luciferase, et deux 
plasmides appelés arbitrairement PPARα et PPARγ en raison de la présence des séquences codantes 
de ces gènes sur le plasmide pcDNA3,1/GBH reverse pri. 
L’ensemble des plasmides servira à co-transfecter les cellules C2C12 afin d’étudier une possible 
activité PPAR par lecture de l’activité luciférase (Figure 32).  
 




Excitation : 493 nm 




























Dans un premier temps, tous les plasmides ont été transformés dans des bactéries dites super 
compétentes « DH5α » afin de les amplifier et de constituer un stock de plasmides. 
 
VIII.1. Préparation des plasmides 
Une colonie bactérienne est ensemencée dans 5ml de milieu LB+Amp à 37°C pendant 4h sous 
agitation (230 tpm). La totalité de la suspension est alors transférée dans 100 ml de LB+Amp et 
incubée à 37°C pendant la nuit sous agitation (230 tpm), c’est la « midi prep ». 
Un stock de chaque plasmide est alors réalisé dans du glycérol. 400 µl de midi prep sont mélangés à 
600 µl de glycérol 20% stérile et placés à -80°C. 
Figure 32. Schéma représentatif de la co-transfection des cellules C2C12 avec les différents plasmides 
Figure 31a. Le plasmide pfr LUC Figure 31b. Le plasmide pcDNA 3.1 contenant 




« Y » 
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VIII.2. Purification des plasmides 
Les cultures bactériennes ont été centrifugées à 4°C pendant 10 min à 4000 tpm. Le culot a été 
resuspendu dans 4ml de solution P1 (kit plasmide Qiagen). Quatre ml de tampon P2 (tampon de 
lyse) ont été ajoutés, et le mélange a été incubé à température ambiante pendant 5 min. Quatre ml de 
tampon P3 (tampon de neutralisation) ont été ajoutés puis incubés à 4°C pendant 15 min afin de 
précipiter les protéines et les acides nucléiques dénaturés. 
Après incubation, le mélange a été centrifugé à 4°C pendant 10 min à 15000 tpm. Le surnageant a 
été alors déposé sur des colonnes « Tip 100 » préalablement équilibrées avec 4ml de tampon QBT
®
. 




Le plasmide a ensuite été élué par 5 ml de tampon QF
®
 (préalablement incubé dans un bain-marie à 
42°C), puis précipité par 3,5 ml d’isopropanol et centrifugé 1h à 9000 tpm. Après un lavage du 
culot à l’éthanol 70%, celui-ci est resuspendu dans 200 à 300 µl d’eau ultrapure stérile. 
 
VIII.3. Dosage des plasmides 
Les plasmides ont été dosés par spectrophotométrie avec un spectrophotomètre UV1800 Shimadzu 
sur cellule Traycell de Helma. Un spectre d’absorbance a été réalisé entre 230 nm à 280 nm en 
diluant les plasmides au 1/100, 1/200 afin de comparer les concentrations obtenues entre les 
différentes dilutions. 1 unité d’absorbance est égale à 50 µg/ml de produit ADN. 
 
VIII.4. Transfection des cellules C2C12 
Le kit lipofectamine plus reagent de Qiagen a été utilisé pour la transfection des cellules C2C12. 
Dans un premier temps, les myoblastes ont été repiqués dans des plaques 24 puits à 
1,5x10
5
cellules/puits, puis incubés à 37°C pendant 24 h. Dans un second temps, différents mélanges 
de plasmides ont été réalisés pour les transfections en utilisant 500 ng d’ADN total dans un volume 
final de 0,5 ml (voir tableau). Le plasmide pUC est un plasmide dit vide servant ici à maintenir la 
quantité d’ADN totale transfectée constante. Le plasmide βGal est transfecté en quantité 









Plasmides Quantité en ng 






Une fois les mélanges entre les différents plasmides effectués, les 500 ng de plasmides (0,5 ml) sont 
transférés dans 50 µl de milieu DMEM à 1 g/L de glucose sans SVF, sans ATB et auxquels a été 
ajouté 1 µl de Plus reagent. Les solutions plasmidiques ont été incubées à T°C ambiante pendant 5 
min. Deux µl de lipofectamine dilués dans 50 µl de milieu DMEM ont été ajoutés aux mélanges 
plasmidiques, puis incubés 30 min à température ambiante.  
Enfin, les 100 µl de mélange lipofectamine + plasmide sont incubés durant 6 h à 37°C dans chaque 
puits de la plaque cellulaire, à la place du milieu habituel. A l’issue de cette incubation, ce milieu de 
transfection a été remplacé par du milieu de culture contenant soit un activateur de PPARα, le Wy 
14,643 dissous dans du DMSO, à une concentration finale de 50 µM, soit du DMSO seul dans la 
même proportion de 0,1%. 
Lorsque PPARγ est utilisé dans les transfections, la Roziglitazone à une concentration finale de  
10µM est utilisée en tant qu’activateur. 
 
VIII.5. Lecture de l’activité luciférase 
Vingt-quatre heures après la transfection, les cellules ont été lavées deux fois au DBPS, lysées avec 
100 µl de tampon lyse (Promega, Reporter Lysis Buffer 5X, E397A) et soumises à trois 
congélations - décongélations successives entre l’azote liquide et 37°C.  
Le lysat cellulaire a été transféré ensuite dans un Eppendorf de 1,5 ml et centrifugé à T°C ambiante 
pendant 5 min à vitesse maximale. 
 La lecture de l’activité luciférase a été effectuée sur le surnageant à raison de 10 µl de surnageant 
pour 50 µl de substrat luciferase par l’appareil Microlite TLX1 de Serlabo Technologies. 
 
VIII.6. Dosage de l’activité β-galactosidase (β-Gal) 
L’efficacité de la transfection a été analysée par la mesure de l’activité β-Gal. 
Dans un premier temps, un mélange réactionnel est préparé comportant par échantillon: 
190µl de Tampon phosphate 0,1M pH 7,5 (conservé à 4°C), 2µl 100x Mg (0,1M MgCl2, 4,5M β 
mercaptoethanol conservé à 4°C) et 0,4µl CRPG (chlorophénol Red β-D-galactopyranoside, 
substrat pour la β-Gal, 0,5M dans tampon phosphate, Roche). 
Plasmides quantité en ng 
pfr LUC 250 
pUC 220 
βGal 30 
Tableau 14. Les différents mélanges plasmidiques  
85 
  
Cent quatre-vingt-dix µl de ce mélange ont été déposés dans chaque puits d’une plaque 96. La 
réaction est déclenchée par l’addition de 10 µl de lysat cellulaire dans le puits. La génération de 
rouge de phénol au cours du temps suivie par l’absorbance à 575 nm au cours du temps est 
considérée comme le reflet de l’activité β-galactosidase dans chaque échantillon. 
 
IX. Effet de « Y » sur l’activité de la glycogène synthase (GS) d’après le protocole de (Al-
Khalili et al 2003). 
L’activité de la glycogène a été étudiée sur cellules C2C12 différenciées (myotubes) et permet de 
mesurer la quantité de glucose marqué 
14
C (PerkinElmer, Réf NEC-042X GLUCOSE, D-[
14
C(U)]-) 
incorporé dans la fraction glycogène des cellules. 
Les cellules C2C12 sont amenées à confluence dans du milieu DMEM 4,5 g/L de glucose et 10 % 
de sérum de veau fœtal, puis différenciées dans un milieu 4,5 g/L glucose et 2 % de sérum de 
cheval. Nous réalisons dans un premier temps des traitements avec « Y » (4 pg/ml et 40 pg/ml, 
témoin huile de soja) pendant 24 h sur les myotubes. Un appauvrissement en glucose est ensuite 
réalisé pendant  6 h en utilisant un milieu DMEM 1 g/L de glucose et 0,5 % en sérum de veau fœtal. 
Nous réalisons un témoin positif en ajoutant 100 nM d’insuline (30 min à 37°C°). L’insuline va 
permettre l’incorporation du glucose dans les cellules et accélérer son stockage. Nous ajoutons alors 
sur tous les traitements 0,3 µCi de Glucose /puits à 5 mM final. Nous réalisons alors une étape de 
rinçages (3 fois) au PBS glacé et nous lysons les cellules avec 200 µl de KOH (30%) pendant 1 h à 
température ambiante. Nous ajoutons du glycogène froid (2 mg/puits) pour améliorer l’extraction 
puis nous incubons le lysat pendant 30 min à 95°C. Nous ajoutons ensuite 1 ml d’EtOH à 100 % 
pour précipiter le glycogène total sous agitation douce à 4°C pendant la nuit. Nous réalisons une 
première centrifugation à 1700 g pendant 35 min et nous jetons les surnageants. Nous ajoutons alors 
1 ml d’EtOH à 70 % par échantillon, nous centrifugeons de nouveau à 1700 g pendant 35 min, les 
surnageants sont jetés et les culots sont repris dans 200 µl H2O.  
Enfin, nous ajoutons 4 ml par échantillon de picofluore 40 qui est un liquide à scintillation. Ce 
dernier réagit avec les éléments radioactifs en émettant de la luminescence. Cette luminescence sera 
mesurée par l’appareil Beckman Coulter. 
 
X. Numération sanguine 
En collaboration avec l’équipe 7 INSERM U866 dirigée par le Dr. Laurent Lagrost (DR INSERM), 
impliquée dans l’étude des effets in vivo de « Y » chez la souris, nous avons récolté des échantillons 
sanguins (frottis) d’animaux sous régime HF/HS (High Fat, High Sucrose) traités ou non par « Y ». 
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Figure 33. Lymphocyte au milieu d’hématies 
Ces échantillons de sang ont été utilisés pour réaliser une étude de l’état inflammatoire par 
comptage de lymphocytes (Figure 33) par coloration au May Grünwald Giemsa.  
Cette coloration permet de marquer les différents constituants cellulaires (noyau, cytoplasme, les 
granulations), différenciant ainsi les cellules du sang comme les monocytes, les granulocytes, les 








































































































Effet du resvératrol sur la 
différenciation et le métabolisme 
des cellules musculaires 











I.1 Le resvératrol initie la différenciation des cellules musculaires squelettiques murines C2C12 
(Kaminski et al 2012) 
 
Comme nous l’avons décrit dans l’introduction de ce travail de thèse, le muscle est sujet à diverses 
pathologies qui provoquent une perte de la masse musculaire (atrophie). Retarder la perte 
musculaire ou améliorer la myogenèse apparaissent comme des thérapies possibles. Le resvératrol 
est bien décrit dans la littérature comme stimulateur de la biogenèse mitochondriale, favorisant ainsi 
la résistance des muscles durant des excès caloriques. Cependant, il existe très peu de données sur 
les effets pro-différenciateurs de polyphénols et en particulier du resvératrol. D’après les travaux de 
Lagouge et al de 2006, les souris traitées par le resvératrol ont vu leur capacité physique améliorée. 
Cette étude a également montré que ce polyphénol est capable de reprogrammé l’expression de 
nombreux gènes au niveau du muscle squelettique intervenant entres autres dans la contraction 
musculaire. Suite à une observation de changement de morphologie de nos cellules C2C12 après 
traitement au resvératrol et les résultats de Lagouge, nous avons entrepris de caractériser un 
possible effet pro-différenciateur du resvératrol, en étudiant l’expression de facteurs de la 
différenciation musculaire au cours d’une cinétique de 24h. Nous avons également suivi la 
morphologie des cellules C2C12 au cours de cette cinétique. Enfin,  nous avons étudié le niveau de 
transcrits de facteurs de transcription de la myogenèse, l’expression de la myosine, une des 
protéines responsables de la contraction musculaire, ainsi que l’expression de gènes cibles des 
micro ARN.  
Nous avons ainsi pu mettre en évidence que le resvératrol augmente l’expression de deux facteurs 
de transcription de la différenciation musculaire qui sont la myogénine et Scrp3. Les cellules 
C2C12 sous traitement commencent à acquérir un phénotype dit myotube caractérisé par 
l’élongation de ces cellules. Enfin, nous avons observé une augmentation de l’expression du facteur 
Srf « serum controlled factor » qui est un gène cible du miRNA-133b, impliqué directement dans la 
différenciation musculaire. 























































Comparaison morphologique entre cellules C2C12 non différenciées (myoblastes) et 
cellules C2C12 différenciées (myotubes) 
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I.2 Le resvératrol module les fonctions métaboliques dans les cellules squelettiques 
musculaires 
La seconde partie de notre travail sur le resvératrol était un travail préliminaire où nous nous 
sommes intéressés aux effets du resvératrol sur le métabolisme énergétique des cellules 
C2C12. D’après les travaux de Lagouge et al 2006 ou encore  de Baur et al 2006, le 
resvératrol est capable de moduler les expressions de gènes du métabolisme énergétique tel 
que Pgc1α, un des principaux acteurs du réseau énergétique. Ce dernier peut alors jouer son 
rôle de co-activateur de facteurs de transcription comme les PPAR impliqués dans l’induction 
de gènes participant à la β-oxydation. PGC1α peut réguler également des gènes du transport 
du glucose comme Glut4. Dans ce travail, nous avons donc vérifié l’effet de ce polyphénol sur 
la prolifération des cellules C2C12, l’expression de certains gènes du métabolisme 
énergétique comme Acads, Glut4, Pgc1α. Nous avons également regardé l’expression des Mir 
qui peuvent être soit impliqués dans le métabolisme énergétique, soit impliqués dans d’autres 
voies métaboliques comme dans la différenciation musculaire, ainsi que certains gènes sous 
leur dépendance. 
Nos résultats montrent que le resvératrol diminue faiblement la prolifération des cellules 
C2C12. Il augmente également de façon significative l’expression de  Pgc1α et diminue de 
façon significative l’expression des gènes Acds, Glut4 et Srebp2. Enfin, le resvératrol module 
de façon significative certains Mir dont miR-21 ou miR-27b qui ont pour cible possible 
PPARα. Le resvératrol diminue également l’expression de miR-133 (données non montrées) 
impliqué dans la différenciation musculaire.  


































































« X » et  
ses effets anti-oxydants  
in vivo dans les muscles squelettiques    







II. « X » et ses effets anti-oxydants in vivo dans les muscles squelettiques  de souris et in 
vitro sur les cellules musculaires C2C12 
II.1. Le « X » et ses effets antioxydants (étude in vivo) 
II.1.1. Induction du stress oxydant 
Dans le but d’étudier les effets antioxydants du produit « X », des souris (20 par régime) de 
fond génétique C57BL6/J ont été soumises à 4 régimes différents (cf I.1) : SD, SD+ « X », 
HFHS (régime riche en calories) et HFHS+ « X » pendant 90 jours. Le régime HFHS a pour 
but d’induire une obésité chez les animaux. Dans la bibliographie, il est bien admis qu’un 
excès de masse grasse est associé à une surproduction de ROS (Feillet-Coudray et al 2009). 
Ainsi, les animaux seront dans un environnement pathologique propice à l’étude du stress 
oxydant. Après chaque temps de traitement, nous avons prélevé les muscles gastrocnémiens. 
 
II.1.2. Etude de l’activité SOD totale sur les muscles gastrocnémiens 
 Nous avons réalisé l’étude de l’activité SOD totale (Figure 34) sur dix animaux par lot de 
régime et nous l’avons rapportée à la quantité totale de protéines. Un test « t de Student » a 
été réalisé et a permis de comparer les activités SOD totale en fonction des régimes et en 
fonction de la présence ou non du produit « X ».  
Les résultats présentés montrent qu’il n’y a pas de différence d’activité SOD entre les régimes 
SD et SD+ « X », ni entre les régimes SD et HFHS (p>0,05). Cependant, une diminution 
significative de l’activité SOD est observée entre le régime SD+ « X » et le régime HFHS+ 
« X » (p=0,003). Le même résultat est obtenu entre le régime HFHS et le régime HFHS+ 
« X » (p=0,03).  
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Figure 34. Les activités SOD totale des différents régimes. 
(n=10 pour SD, HFHS, HFHS+X, n=9 pour SD+X).  
Les barres d’erreur représentent les écarts-types 







II.1.3. Etude de l’expression de gènes impliqués dans les défenses anti-radicalaires 
 L’étude de l’expression de gènes impliqués dans les défenses anti-radicalaires a été effectuée 
sur les muscles gastrocnémiens de souris ayant reçu les 4 régimes (cf I.1) mais cette fois-ci à 
45 jours et 90 jours de traitement. L’étude de l’expression de gènes a été effectuée par PCR 
quantitative sur 14 muscles par régime. Les résultats ont été analysés par le logiciel « REST » 
qui inclut à la fois une standardisation par rapport à un gène de référence (ici 36B4), 
l’efficacité de la PCR et une analyse statistique de randomisation. Nous avons comparé 
chaque expression de gènes avec le produit « X » par rapport à son régime équivalent sans 
produit « X » à un temps donné de traitement, par exemple SD + « X » contre SD à 45 jours 
(1,5 mois) ou à 90 jours (3 mois) (Tableau 15).  
Les résultats présentés montrent qu’il y a induction significative des ARNm de NRF1, de 
SIRT1, de SOD1 et d’UCP2 lorsqu’on compare le régime HFHS + « X » et le régime HFHS à 
90 jours de traitement. Il y a très peu de gènes dont l’expression varie à 1,5 mois de 
traitement. En effet, seule la GPx montre une diminution significative de son expression 
quand nous comparons le régime SD + « X » et le régime SD, d’une part, et d’autre part, 
l’expression de SIRT1 est augmentée de façon significative lorsqu’on compare le régime 
HFHS + « X » et le régime HFHS. L’expression d’UCP2 et d’UCP3 est augmentée de façon 
significative à 3 mois de traitement lorsqu’on compare le régime HFHS + « X » et le régime 
HFHS. Enfin, l’expression de PRXD1 n’a pas montré de modulation significative entre les 
différents régimes (données non montrées).  
Gènes 
étudiés 
Expression après 1,5 mois 
(SD+ « X » vs SD) 
Expression après 3 mois 
(SD+ « X » vs SD) 
Expression après 1,5 mois 
(HFHS+ « X » vs HFHS) 
Expression après 3 mois 
(HFHS+ « X » vs HFHS) 
GPx 0,595 ** 1,039 0,944 1,198 
NRF1 1,104  0,975 1,1 1,155 * 
NRF2 1 1,006 1 0,984 
PGC1α 1,126 1,163 0,842 0,997 
SIRT1 0,977 0,960 1,307 ** 1,277 ** 
SOD1 1,069 0,921 1,091 1,158 *** 
UCP3 1,143 1,203 * 0,865 1,004 
UCP2 1,324 1,984 *** 1,326 2,269 * 
 
Tableau 15. Expression de gènes impliqués dans les défenses radicalaires dans les 
différents régimes à 45 jours ou 90 jours de traitement. 





II.2. Etude in vitro (cellules C2C12, stade myoblaste) 
II.2.1. Etude du pouvoir de défense anti-radicalaire de « X » : Test KRL et mesure du 
MDA (malondialdehyde). 
Les dosages KRL et MDA ont été effectués sur les muscles de souris ayant reçu les 4 régimes 
différents pendant 90 jours. Le test KRL mise au point par M.Prost permet de mesurer la 
résistance globale vis-à-vis de l’agression des radicaux libres. Il a été également réalisé le 
dosage du MDA (par HPLC), un sous-produit de la peroxydation lipidique. 
Les résultats présentés montrent qu’il n’y a aucune différence significative du potentiel global 
anti-radicalaire entre le régime SD et le régime SD + « X ». Cependant, une augmentation 
significative du potentiel global anti-radicalaire est observée dans le régime HFHS + « X » 


















Les résultats présentés montrent qu’il n’y a pas de variation significative du taux de MDA 
entre le régime SD et le régime SD + « X ». Cependant nous observons une augmentation 




Figure 35. Dosage KRL sur les muscles gastrocnémiens de souris traitées ou non avec le produit « X » pendant 90 
jours. 
n=15, Test t de Student * p≤ 0,05  ** p≤ 0,01  *** p≤ 0,001 
A/ Dosage KRL sur régime SD et SD+X 
B/ Dosage KRL sur régime HFHS et HFHS+X 






















II.2.2  Effet global de « X » sur les cellules C2C12 traitées avec un générateur KRL 
(AAPH) en co-traitement ou pré-traitement 
L’effet global de « X » sur cellules C2C12 a été réalisé après co-traitement de 24 h avec « X » 
(10 µg/ml et 50 µg/ml) avec le générateur de ROS (AAPH) (5 mM), ou après un pré-
traitement de 24 h avec « X » (10 µg/ml et 50 µg/ml) suivi d’un traitement de 24h avec le 
générateur de ROS. Nous avons ensuite observé la morphologie des cellules C2C12 et réalisé 
un comptage cellulaire au bleu trypan. Les résultats présentés montrent que  « X » semble 
protéger les cellules C2C12 seulement en co-traitement avec « X » 50 µg/ml + AAPH 
caractérisé par une morphologie des cellules proche du contrôle sans aucun traitement 
(Figure 37). Ce résultat est confirmé par le comptage au bleu trypan, où nous observons un 
plus grand nombre de cellules vivantes avec le contrôle AAPH + « X » 50 µg/ml par rapport 
au contrôle AAPH seul (Figure 38). En pré-traitement, aucune protection n’est observée. En 
effet, chaque pré-traitement montre une morphologie proche du contrôle AAPH seul qui est 





Figure 36. Dosage MDA sur les muscles gastrocnémiens de souris traitées ou non avec le produit X pendant 
90 jours 
n=15, Test t de Student * p≤ 0,05  ** p≤ 0,01  *** p≤ 0,001 
A/ Dosage MDA sur régime SD et SD+X 
B/ Dosage MDA sur régime HFHS et HFHS+X 










































Figure 37. Morphologie des cellules C2C12 après 24h de co-traitement avec X et AAPH. 
n=3 
Figure 38. Comptage cellulaire au bleu trypan après 24h de co-traitement des cellules C2C12. 





























Générateur KRL +  
« X » 10 µg/mL vs Contrôle 
Générateur KRL + 
 « X » 50 µg/mL vs Contrôle 
Générateur KRL vs Contrôle 
II.2.3. Etude de l’expression de gènes impliqués dans les défenses anti-radicalaires 
L’étude de l’expression de gènes impliqués dans les défenses anti-radicalaires a été effectuée 
sur les cellules C2C12 non différenciées (stade myoblaste). Après co-traitement des cellules 
C2C12 pendant 24 heures avec le générateur KRL (5 mM) et le produit « X » (10 µg/ml ou 50 
µg/ml), nous avons réalisé la même étude de l’expression de gènes que pour les muscles 
gastrocnémiens. Les expressions des gènes ont été obtenues en comparant les CT des cellules 
traitées par rapport aux CT des cellules non traitées. Seuls les gènes dont l’expression a 
montré une variation significative ont été retenus. Enfin, nous avons réalisé une comparaison 
entre l’expression du générateur KRL et le contrôle et les expressions des co-traitements, 
générateur KRL + « X » aux différentes concentrations, afin de voir l’incidence du produit 
« X » dans un environnement de stress oxydant. 
Les résultats présentés montrent que les expressions de PRDX1 en co-traitement diminuent de 
façon significative par rapport à l’expression obtenue avec le générateur KRL contre le 
contrôle. Cette diminution semble être dose. Le même résultat est observé pour PGC1α, mais 
la diminution n’est significative qu’avec le co-traitement à 50 µg/ml du produit « X ». Enfin, 
le profil d’expression de NRF2 suit celui de PRDX1 et PGC1α mais sans diminution 
significative (Figure 39). D’autres gènes (UCP2/3, NRF2, GPx, SOD1/2, PGC1α) ont été 




















Figure 39. Expression de gènes impliqués dans les défenses anti-radicalaires après co-traitement 
avec le générateur KRL et le produit « X » sur cellules C2C12 (stade myoblaste). 
n=3, les barres d’erreur représentent les écarts-types 




II.2.4. Dosage de ROS intracellulaire avec sonde DHE (dihydroéthydine) 
Le dosage de ROS intracellulaires avec sonde DHE (cf VII.2) a été réalisé sur cellules C2C12  
(stade myoblaste). Le principe de ce dosage repose sur la transformation de la sonde DHE en 
bromure d’éthidium en présence d’anions superoxydes. Le bromure d’éthidium va émettre 
une fluorescence lorsqu’il sera excité à la bonne longueur d’onde. Par conséquent, la 
fluorescence sera dépendante du taux de ROS et permettra indirectement le dosage de ces 
derniers. Le dosage a été effectué après : 
 Co-traitement avec générateur KRL (AAPH, 5 mM) + « X » (10 µg/ml et 50 µg/ml) 
pendant 24 h et 48 h. 
 Pré-traitement avec « X » (10 µg/ml et 50 µg/ml) pendant 24h suivi d’un traitement 
avec générateur KRL (10 mM) pendant 24 h. 
 Test d’un possible effet « scavenging », incubation pendant 24h du produit « X » seul 
(10 µg/ml et 50 µg/ml) ou avec AAPH (5 mM) dans un tube à 37°C, puis traitement 
sur cellules pendant 24 h.  
Les résultats présentés montrent que la fluorescence a tendance à diminuer après 24h de co-
traitement AAPH + « X » 50 comparé au témoin positif AAPH seul (Figure 40 A). Cette 
diminution devient significative après 48h de co-traitement avec le produit « X » 50 et 
l’AAPH à 5 mM, comparé au témoin positif AAPH seul (Figure 40 B). 
 
 
















Figure 40. Intensité de fluorescence après co-traitement par activation de la sonde DHE. 
A/Fluorescence obtenue après 24 h de co-traitement 
B/Fluorescence obtenue après 48 h de co-traitement 
n=3, les barres d’erreur représentent les écarts-types 





















































Activation de la DHE 




Les résultats du test de « scavenging » sont très proches de ceux obtenus en co-traitement 48 h 
avec « X » 50 + AAPH. En effet, la fluorescence est diminuée de façon significative après 
















Enfin, les résultats du pré-traitement montrent un profil différent de ceux obtenus avec le co-
traitement et le test de « scavenging ». En effet, les cellules pré-traitées avec le produit « X » à 
10 µg/ml ou 50 µg/ml ont leur fluorescence qui augmente par rapport au témoin positif AAPH 
seul. Cette augmentation devient significative lorsque les cellules sont pré-traitées avec le 

































Activation de la DHE 
Figure 41. Intensité de fluorescence après test de « scavenging » par activation de la sonde DHE. 
n=3, les barres d’erreur représentent les écarts-types 
Test de Mann-Whitney *** p ≤ 0,001, ** p ≤ 0,01, * p ≤ 0,05 
Figure 42. Intensité de fluorescence après pré-traitement par activation de la sonde DHE. 
n=3, les barres d’erreur représentent les écarts-types 








































Le produit « X » semble induire in vivo l’expression de gènes participant à la défense anti-
radicalaire après 90 jours de traitement sous régime HFHS (NRF1, SOD, SIRT1, UCP2). 
Les résultats du dosage KRL sur les muscles gastrocnémiens ont montré à la fois une 
augmentation du potentiel global anti-radicalaire sous régime HFHS+ « X » comparé au 
régime HFHS, mais aussi une augmentation du taux de MDA dans ce même régime. 
 In vitro, le produit « X » semble moduler l’expression d’autres gènes participant à la défense 
anti-radicalaire (PRDX1, NRF2, PGC1α). 
Le produit « X » semble induire une protection in vitro après 24 h de co-traitement à 50 
µg/ml. Cette dernière se traduit par une diminution de fluorescence de la sonde DHE, donc 
une diminution de taux de ROS. Cette protection par le produit « X » est également 
caractérisée par une morphologie cellulaire proche du contrôle sans aucun traitement et une 
augmentation de la viabilité des cellules C2C12 au co-traitement (50 µg/ml) (cf Figure 40). 
La diminution de fluorescence devient significative après 48 h de co-traitement à 50 µg/ml du 
produit malgré une atteinte des cellules C12C12 au niveau morphologique caractérisée par 

























































 Effet de « Y » sur le 
métabolisme des cellules du 




III. Effet de « Y » 
 
sur le métabolisme des cellules du muscle squelettique C2C12 
III.1. Etude de la cytotoxicité de « Y » par cytométrie en flux, double marquage IP et 
DIOC(6)3    
L’étude de cytotoxicité de « Y » a été effectuée par cytométrie en flux sur cellules C2C12 
(stade myoblaste) après 24 h ou 48 h de traitement avec « Y » à des concentrations allant de 
0,04 pg/ml à 40 pg/ml. Nous avons utilisé deux sondes fluorescentes, d’une part l’IP (Iodure 
de Propidium) qui sert à identifier les altérations membranaires, et d’autre part, le DIOC(6)3  
qui permet d’identifier la polarisation mitochondriale (cf VII.1). Grâce à cette technique de 
cytométrie en flux, les cellules seront aussi identifiées en fonction de leur granularité (SSC) et 
en fonction de leur taille (FSC). Enfin, nous avons choisi comme contrôle positif de 
cytotoxicité le 7-cétocholestérol (40 μg/ml), utilisé dans notre laboratoire et connu pour ses 
effets cytotoxiques. 
Les résultats présentés montrent que le 7-cétocholestérol induit bien une mort cellulaire 
caractérisée par la présence de cellules IP+ (altération membranaire) et DIOC(6)3- 
(mitochondries dépolarisées) (Figure 43). Les contrôles huile de soja (véhicule de « Y ») et le 
contrôle 0,1% EtOH présentent des cellules vivantes à marquage IP- et DIOC(6)3+. Enfin, les 
différents traitements par « Y » montrent des cellules vivantes à marquage IP- et DIOC(6)3+. 
L’étude de cytotoxicité de « Y » a été également réalisée par dosage de la LDH au plateau 
technique du Bocage (Hôpital de Dijon). Seuls les traitements des cellules par le 7-
cétocholestérol ont montré une élévation de la concentration de la LDH dans le milieu de 
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Figure 43. Histogramme de cytotoxicité des cellules C2C12 après double marquage IP/DIOC6 en cytométrie en flux (cf VII.1 pour interprétation) 
n=3, l’histogramme est représentatif d’une manipulation 
 A1/A2 population de cellules après traitement avec 0,1% EtOH 
 B1/B2 population de cellules après traitement avec Huile de Soja 
 C1/C2 population de cellules après traitement avec « Y » (0,04 pg/ml à 40 pg/ml) 
 D1/D2 population de cellules après traitement avec 7-cétocholestérol 
A1 à D1 population de cellules en fonction de la taille et de la granularité 
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Tableau 16. Expression de gènes après traitement des cellules C2C12 (myoblastes) pendant 24h par 
différentes concentrations de « Y » 
n=6, Test de randomisation *** p ≤ 0,001, ** p ≤ 0,01, * p ≤ 0,05 
 
III.2. Etude de gènes cibles de « Y » 
L’étude de l’expression de gènes cibles a été effectuée sur les cellules C2C12 (stade 
myoblaste) après 24 h ou 48 h de traitement avec « Y » aux concentrations de 0,04 pg/ml, 0,4 
pg/ml, 4 pg/ml, 40 pg/ml. L’étude de l’expression de gènes a été effectuée par PCR 
quantitative et les résultats ont été analysés par le logiciel « REST ».  Nous avons comparé 
chaque expression de gènes avec le produit « Y » par rapport au contrôle 0,1% EtOH. Nous 
obtenons ainsi le niveau d’induction du gène par rapport au contrôle. 
Les résultats présentés montrent une variation modérée de l’expression de gènes des cellules 
traitées à la « Y » par rapport aux cellules non traitées. Cependant, nous pouvons remarquer 
que plus la concentration en « Y » devient importante, plus le nombre de gènes stimulés 






Après 48h de traitement par « Y », une très faible stimulation est observée pour srebp1c 
(1,325 *) à 4 pg/ml de « Y », ainsi que pour fabp3 (2,06 *) à 40 pg/ml de « Y ». 
 
III.3. Evaluation de « Y » comme possible activateur de PPARα ou PPARγ. 
Compte tenu de la présence dans la préparation de « Y » de composés lipidiques susceptibles 
d’être agonistes de PPARα et ou PPARγ, l’évaluation de « Y » comme activateur de PPARα 
ou PPARγ a été réalisée par transfection transitoire des cellules C2C12 avec des plasmides 
codant pour PPARα et PPARγ. Le plasmide contenant les séquences de PPARα ou PPARγ 
code une protéine de fusion contenant un domaine de fixation à l’ADN (Gal4 DBD). Cette 
protéine de fusion a la possibilité de se fixer sur le plasmide « pfr LUC » contenant des 
séquences d’appariement pour Gal4 DBD.  
Gènes gs1 Srebp1c fabp3 pparβ vlcad scap srebp2 
Traitements avec « Y » 
(en pg/ml)  
0,04 1,332 * 1,249 * 
     
0,4 1,361 * 
 
1,405 * 
    
4 
  








Une fois le complexe formé, ce dernier va transcrire le gène de la luciférase, dont la séquence 
est également présente sur le plasmide « pfr Luc ».  
Enfin, l’activité luciférase sera quantifiée par chimio-luminescence après ajout d’un substrat 
(luciférine) (Figure 44).  
Dans notre étude, nous voulons savoir si « Y » peut être un agoniste possible de PPARα ou 
PPARγ en induisant l’activité luciférase via ces récepteurs. Les cellules C2C12 sont donc 
traitées pendant 24 h avec « Y » (0,04 pg/ml et 40 pg/ml) ou avec des ligands spécifiques de 
chaque PPAR (Wy ou Rosiglitazone) après transfection (6 h). 
Les résultats présentés montrent que le Wy, ligand spécifique de PPARα induit bien une 
activité luciférase lorsque les cellules sont transfectées avec le plasmide contenant PPARα par 
rapport au contrôle transfecté avec un plasmide vide (Ø). Un résultat similaire est obtenu en 
utilisant la Rosiglitazone dans les cellules transfectées avec le plasmide contenant PPARγ.  
Cependant, aucune activité luciférase n’est observée avec les différents traitements avec « Y » 
dans les cellules transfectées avec PPARα ou PPARγ. Le même résultat négatif est obtenu 






















































Figure 44. Activité luciférase après transfection avec le plasmide PPARα (A) ou le plasmide PPARγ (B). 
n=3 Les barres d’erreur représentent les écarts-types. 
HS = Huile de Soja, 0,1%= 0,1 EtOH final, Resv 30 µM= Resvératrol à 30 µM final, Ø= plasmide vide 






















































III.4. Effet de « Y » sur l’activité de la glycogène synthase 
L’activité glycogène synthase a été mesurée sur cellules C2C12 différenciées (myotubes) 
après 48 h de traitement avec « Y » 4 pg/ml et 40 pg/ml. Cette technique consiste à mesurer la 
quantité de glucose marqué au carbone 
14
C ajoutée après les traitements et qui est incorporée 
dans la fraction glycogène des cellules. Cette synthèse de novo de glycogène représente 
indirectement le niveau d’activité de la glycogène synthase. Un témoin positif représenté par 
un pré-traitement insulinique (100 nM) a été ajouté. Le témoin négatif est représenté par la 
base huile de soja seule. 
Les résultats présentés montrent que « Y » n’a aucun effet sur l’activité de la glycogène 
synthase quelle que soit la concentration utilisée. Seul le traitement à l’insuline semble 















L’hypothèse d’un effet de « Y » sur la captation du glucose par les cellules C2C12 a 
également été vérifié par l’utilisation d’un analogue radiomarqué non-métabolisable du 
glucose, le 2-deoxy-D-[1-
3
H]-glucose. Cet analogue a été utilisé pour suivre le transport du 
glucose dans les myotubes après traitement ou non par « Y » 40 pg/mL durant 24 heures. 
Les résultats préliminaires (données non montrées) montrent que « Y » n’a pas d’effet 




Figure 45. Incorporation de 
14
C glucose dans la fraction glycogène de 







« Y »  4 pg/ml
 





III.5. Numération sanguine 
Compte tenu que des facteurs contribuant au syndrome métabolique créent un terrain pro-
inflammatoire, nous avons étudié un possible effet anti-inflammatoire de « Y » par un 
comptage lymphocytaire sur frottis sanguin provenant de souris sous régimes SD, SD + « Y », 
HFHS ou HFHS + « Y ». Dans la littérature, des pathologies avec processus inflammatoire 
sont souvent associées à l’augmentation du nombre de lymphocytes (Shim et al 2006). 
Les résultats présentés montrent que le régime HFHS augmente le nombre de lymphocytes 
par rapport au régime SD. De plus, « Y » diminue de façon significative le nombre de 


















Le produit « Y » semble induire l’expression de gènes du métabolisme lipidique mais de 
façon modérée après 24h de traitement sur cellules C2C12. 
Le produit « Y » ne présente pas de cytotoxicité et ne semble pas être un agoniste de PPARα 
et de PPARγ caractérisé par une absence d’activité luciférase après traitement avec ce produit. 
De même, « Y » ne semble pas induire une quelconque activité glycogène synthase. 
Enfin, le produit « Y » semble induire un effet anti-inflammatoire caractérisé par une 
diminution du nombre de lymphocytes.  
 
*** 
Figure 43. Comptage lymphocytaire sur frottis sanguin provenant de souris 
sous régime HFHS, HFHS+ « Y », SD et SD+ « Y » 
n=10, les barres d’erreur représentent les écarts-types 
Anova 1W *** p ≤ 0,001, ** p ≤ 0,01, * p ≤ 0,05 
SD + 














































La première partie de notre travail a été consacrée à l’étude des effets pro-différenciateurs du 
resvératrol et de son impact sur le métabolisme des cellules C2C12 (myoblastes). Les résultats 
ont montré tout d’abord que ce polyphénol est capable de moduler de façon significative 
l’expression de certains facteurs de la différenciation musculaire comme la myogénine ainsi 
que csrp3 (Janot et al 2009). Peu de données existent sur les effets pro-différenciateurs de ce 
polyphénol au niveau du muscle squelettique. Dans des conditions pathologiques types 
myopathies ou tout simplement en cas de vieillissement, le tissu musculaire est sujet à 
l’atrophie. Dans des conditions physiologiques normales, le muscle squelettique est un organe 
qui peut se régénérer (Mokalled et al 2012). En conditions pathologiques, améliorer cette 
capacité de régénération en stimulant la prolifération, puis la différenciation des cellules 
musculaires myoblastiques, apparaît comme une cible de choix pour le resvératrol afin de 
restaurer la fonctionnalité musculaire. De plus, les lésions musculaires sont accompagnées 
d’un syndrome inflammatoire caractérisé par la présence de cellules et de cytokines 
inflammatoires (Hunt et al 2012). Bien que non étudié ici, l’effet anti-inflammatoire du 
resvératrol est bien décrit dans la littérature et pourrait à la fois favoriser et potentialiser l’effet 
pro-différenciateur du muscle en diminuant l’état inflammatoire et en surexprimant 
l’utrophine, protéine qui pourrait remplacer la dystrophine dans la myopathie de Duchenne 
(Gordon et al 2012). Nos résultats montrent aussi que le resvératrol est capable d’augmenter 
la quantité de myosine. Cette protéine avec l’actine est responsable de la contractilité 
musculaire, par conséquent le resvératrol peut aussi avoir un impact sur la fonction contractile 
du muscle squelettique. Dans notre travail, nous nous sommes également intéressés à 
l’expression de certains gènes intervenant dans le métabolisme énergétique du muscle 
squelettique. Nos résultats montrent que le resvératrol augmente de façon significative 
l’expression de Pgc1α et diminue de façon significative les expressions de Glut4 et d’Acads.  
Ces résultats sont en désaccord avec ceux obtenus dans la littérature, où le resvératrol induit, 
d’une part, le métabolisme énergétique par stimulation de la β-oxydation (Lagouge et al 2006)  
et d’autre part, la captation du glucose par GLUT4 mais au niveau des myotubes (Park et al 
2007). Toutefois, nous n’avons que l’expression des ARNm, il serait judicieux de voir 
l’expression protéique de Glut4. De plus, le métabolisme des cellules C2C12 stade myoblaste 
est différent du stade myotube. Nous pouvons supposer que dans nos conditions (stade 
myoblaste), le resvératrol à 30µM ralentit seulement le métabolisme énergétique par rapport 
au stade myoblaste qui est plus proche du muscle mature et qui a un besoin énergétique 
important. Il faudrait alors réaliser un effet dose (5 à 30 µM) et étudier de nouveau 




Au niveau du muscle squelettique de nombreuses études décrivent le resvératrol comme 
inducteur de l’axe PGC1α-SIRT1-AMPK (Timmers et al 2012) responsable de la régulation 
du métabolisme lipidique et du métabolisme glucidique. Cependant, SIRT1 et PGC1α peuvent 
interagir directement avec des mrf (MyoD) et avec les membres de la famille Mef2 (Amat et 
al 2009), nous pouvons donc penser que le resvératrol est capable également de contrôler la 
myogenèse par l’axe PGC1α-SIRT1-AMPK. Les derniers résultats de notre travail sur le 
resvératrol montrent que ce polyphénol est capable de moduler l’expression des microRNA. 
Dans la littérature, quatre mir essentiels (miR-1, miR-133, miR-206 et miR-208) sont 
impliqués dans la myogenèse normale du muscle squelettique (Huang et al 2012). Dans notre 
étude, seul le miR-133 est régulé de façon significative (diminution de 50%, données non 
montrées). Cependant, il est rapporté que ce miR est stimulé par la myogénine et qu’une 
boucle de rétro-contrôle existe entre ce mir et le facteur IGF-1 lors de la myogenèse du 
muscle squelettique (Huang et al 2011). Il apparaît donc que le resvératrol n’induirait pas la 
différenciation par ce miR. Néanmoins, nos résultats d’expressions des miR ont été obtenus 
après 24 h de traitement avec le resvératrol à 30 µM. Il serait donc intéressant de suivre 
l’expression de ces miR pendant la cinétique de 24 h avec le resvératrol à 20 µM. Bien 
entendu, nous avons obtenu de nombreux miR dont l’expression est régulée de façon 
significative avec le resvératrol. L’un d’eux est le miR-20b dont les gènes cibles sont MyoD 
et Myf5, des facteurs essentiels de la différenciation musculaire. Nous pouvons donc penser 
que le resvératrol peut moduler la myogenèse via des miR n’ayant pas encore été caractérisés 
comme impliqués dans la différenciation musculaire (voir publication « review » (Lancon et 
al 2012) en annexe). Quel serait alors l’intérêt d’une supplémentation en resvératrol ? Dans un 
premier temps, chez un adulte sain, le resvératrol pourrait jouer un rôle préventif. En effet, 
l’implication de ce polyphénol dans le métabolisme énergétique ainsi que ses effets pro-
différenciateurs permettraient  à un individu d’améliorer la résistance des muscles face aux 
efforts. De plus, induire la myogenèse lors du vieillissement caractérisé par une atrophie 
musculaire, permettrait également de sauvegarder à la fois le tonus et la mobilité des 
personnes âgées. Enfin, nous pouvons imaginer une supplémentation en resvératrol chez le 
sportif qui pourrait permettre une récupération de la masse musculaire après des lésions 
provoquées par un exercice, et ne dit-on pas : « mieux vaut prévenir que guérir »? 
Cependant, avant de proposer une supplémentation en resvératrol, il reste de nombreuses 
réponses à apporter aux questions suivantes telles que: 
1/ Y’a-t-il une toxicité de ce polyphénol à long terme chez l’Homme? On serait tenté de dire 




Renaud décédé cette année (28/10/2012). Des études à long terme sont donc indispensables 
pour répondre à cette question.  
2/ Quelle est la dose préconisée en resvératrol ? Encore une question qui n’a pas de réponses 
précises. Les doses utilisées chez l’Homme varient en fonction des études menées et vont de 
quelques mg jusqu’à 2000 mg (Timmers et al 2012).  
Une chose importante que l’on ne doit pas oublier est que l’une des sources du resvératrol est 
le vin. Par conséquent, inviter les personnes à consommer de l’alcool pour obtenir un effet 
bénéfique est un peu paradoxal. Toutefois, boire avec modération est peut-être l’une des clés 
du « French paradox ».  
4/ Enfin, l’utilisation du resvératrol comme agent pro-différenciateur peut avoir des 
applications chez les personnes atteintes par des atrophies musculaires comme par exemple 
les myopathies. Les travaux sur souris mdx ont permis de mettre en évidence l’implication du 
resvératrol dans l’augmentation de la résistance face à la fatigue dans ce modèle de myopathie 
(Selsby et al 2012). Nous pouvons donc imaginer qu’une supplémentation en resvératrol chez 
l’Homme permettrait d’induire ce genre de résultats au niveau musculaire. 
En conclusion, notre travail a permis de caractériser des effets pro-différenciateurs au niveau 
des cellules C2C12 (myoblastes). Cet effet est attesté par l’augmentation de l’expression de 
facteurs participant à la différenciation musculaire, par l’augmentation de la myosine et par la 
modulation de mir. Bien que cet effet ait été observé précocement (cinétique de 24 h), il 
apparaît évident que des études à long terme sont indispensables chez l’animal ainsi que chez 
















La seconde partie de notre travail a été consacrée à l’étude des mécanismes d’action d’une 
formulation naturelle que nous avons appelée « X » et dirigée contre le stress oxydant. Les 
effets antioxydants du produit « X » ont été caractérisés dans un premier temps par l’étude de 
l’expression des gènes impliqués dans les défenses anti-radicalaires. In vivo, l’étude de 
l’activité SOD totale réalisée sur les gastrocnémiens de souris traitées 90 jours avec le produit, 
a montré une diminution significative de l’activité SOD sous régime HFHS + « X » comparé 
au régime HFHS seul. Il est bien admis dans la littérature, que l’activité SOD est étroitement 
liée au taux de ROS (Iborra et al 2011). Une augmentation du taux de ROS s’accompagne 
d’une augmentation des défenses anti-radicalaires comme par exemple, l’augmentation de 
l’activité SOD et inversement. Dans notre étude, la diminution de l’activité SOD dans le 
régime HFHS + « X » peut s’expliquer par un piégeage des Ros par l’apport de « X ». Cette 
hypothèse peut être soutenue tout d’abord, par les résultats du dosage KRL où l’on observe 
une augmentation significative du potentiel global anti-radicalaire dans le régime HFHS+ 
« X » et qui pourrait être à l’origine d’une diminution du taux de ROS. De plus, les résultats 
in vitro de cytométrie en flux avec sonde DHE ont montré que le produit « X » est capable de 
diminuer le taux de ROS intracellulaire en co-traitement (24 h et 48 h) en présence d’un 
générateur de ROS. Cependant, le dosage MDA nous indique une augmentation de ce produit 
de la peroxydation lipidique dans les muscles gastrocnémiens de souris ayant reçu le régime 
HFHS+ « X » pendant 90 jours. En parallèle, l’étude avec la sonde DHE lors de pré-
traitement avec le produit X seul, nous indique que celui-ci est capable d’induire un stress 
oxydant. Nous pouvons donc nous poser la question : le produit « X » ou l’un de ces 
composés pourrait-il induire un léger stress oxydant?  
Les résultats de l’étude in vivo et in vitro de l’expression des gènes impliqués dans la défense 
anti-radicalaire montre que le produit X est capable de moduler significativement l’expression 
de certains d’entre eux. Cependant, la différence d’activation génique entre le modèle in vivo 
et le modèle in vitro peut s’expliquer, d’une part, par la complexité du muscle gastrocnémien 
vis-à-vis du modèle cellulaire (C2C12), et d’autre part, par les différences de concentration et 
d’absorption utilisées du produit X au niveau cellulaire et au niveau animal. Toutefois, 
l’augmentation de l’expression de NRF1 et NRF2 pourrait suggérer un mécanisme d’action 
via ces facteurs de transcription. En effet, dans la littérature, NRF1/NRF2 sont capables de se 
lier à des séquences nucléotidiques particulières appelées « ARE » pour « Antioxidant 
Response Element » localisées au niveau des promoteurs des gènes, entre autres des gènes 




Une fois liés aux séquences ARE et sous l’influence d’un complexe protéique, NRF1/NRF2 
vont pouvoir induire l’expression des gènes de défense anti-radicalaire. Dans la littérature il 
est décrit que les gènes de SOD ont une séquence ARE (Yao et al 2012), nous pouvons donc 
supposer que l’augmentation modérée de l’expression du gène de SOD1 en régime HFHS+ 
« X » à 90 jours de traitement dans les muscles gastrocnémiens pourrait être reliée à 
l’augmentation modérée de l’expression de NRF1 au même temps de traitement et régime. 
In vitro, les résultats montrent que le profil de PRDX1 est semblable à celui de NRF2. Dans la 
littérature Prdx1 est un gène cible de Nrf2 (Kim et al 2007), nous pouvons donc supposer que 
le produit « X » pourrait augmenter l’expression de Nrf2 et ce dernier pourrait induire 
l’expression de Prdx1. Nous pouvons voir également que les expressions in vitro des gènes 
ont toutes le même profil. On observe une normalisation des expressions de Prdx1, Nrf2 et 
Pgc1α en présence du produit « X » et qui ont été stimulées par le générateur KRL. Nous 
pouvons alors supposer que cette diminution d’expression de gènes est due peut-être à une 
diminution du stress oxydant. Enfin, bien que nous n’ayons pas obtenu de modulation 
significative des gènes UCP au niveau cellulaire, l’expression d’UCP2 en particulier au 
niveau des gastrocnémiens, semble être augmentée de façon significative à 3 mois de 
traitement lorsqu’on compare les régimes SD + « X » ou HFHS + « X » à leurs régimes 
respectifs sans le produit « X ». Dans la littérature, l’augmentation d’UCP2 est corrélée à une 
diminution de ROS (Teshima et al 2003), il apparaît donc que le produit « X » induirait un 
mécanisme de défense anti-radicalaire lié à UCP2 au niveau des gastrocnémiens. 
En conclusion, notre travail a permis de caractériser quelques mécanismes d’action du produit 
« X » qui serait impliqué dans la défense anti-radicalaire. Comme sa composition reste 
confidentielle, il est difficile de trouver d’autres pistes à explorer en se rapportant à d’autres 
molécules ou produits décrits dans la littérature. Cependant d’autres pistes d’études sont 
envisagées comme l’influence de « X » sur les cellules musculaires différenciées ou la 
comparaison des effets antioxydants entre souris mâles ou femelles, ou encore des études à 











La dernière partie de notre travail a été consacrée à l’étude des mécanismes d’action d’une 
formulation naturelle appelée « Y » et destinée à corriger les désordres de nature lipidique de 
sujets présentant un syndrome métabolique. L’une des idées principales développées dans ce 
projet, proposée par le Pr Walter Wahli, est qu’une formulation à base d’éléments naturels 
(minéraux, huiles, polyphénols) serait capable de moduler l’expression des gènes, ici du 
métabolisme énergétique afin de répondre à un état pathologique (syndrome métabolique). 
Cette approche a fait naître un nouveau concept, celui de la « nutrigénomique », où un apport 
en éléments naturels serait à l’origine d’une activation génique. Nous avons pu vérifier, entre 
autres, si le produit « Y » était capable de moduler l’expression des gènes du métabolisme 
lipidique et glucidique et s’il pouvait jouer un rôle au niveau métabolique fonctionnel en 
réalisant des études de captation du glucose et de l’activité glycogène synthase. L’une des 
premières difficultés rencontrées dans notre projet, était la solubilisation du produit « Y ». En 
effet, le véhicule principal de « Y » était l’huile de soja. Ce dernier, nous a fortement limité 
dans le choix des concentrations de traitement. En effet, des solutions homogènes sans 
gouttelettes lipidiques étaient nécessaires pour les traitements en culture cellulaire. « Y » a 
alors été solubilisée dans l’éthanol et nous avons obtenu des solutions homogènes mais avec 
de très faibles concentrations en « Y » (entre 0,04 pg/ml à 40 pg/ml). La question posée alors 
était la suivante: est-ce que les très faibles concentrations en « Y » utilisées en culture 
cellulaire seraient suffisantes pour induire un quelconque effet biologique? Cependant, la 
publication de Walter Wahli indique une utilisation de « Y » à des concentrations finales entre 
5 pg/ml à 17 pg/ml (El Kochairi et al 2011). Dans un premiers temps, nous nous sommes 
intéressés à un possible effet cytotoxique de « Y ». Les résultats en cytométrie en flux après 
double marquage IP+ DIOC(6)3 (marqueurs de l’altération membranaire et de la polarisation 
mitochondriale) et dosage de la LDH (données non montrées) ont montré qu’il n’y a pas 
d’effet cytotoxique après 24 h ou 48 h de traitements avec « Y » aux concentrations utilisées 
(0,04 pg/ml à 40 pg/ml). Les résultats de l’étude de l’expression des gènes du métabolisme 
énergétique ont montré que « Y » est capable d’induire significativement l’expression de 
certains gènes comme gs1, Srebp1c, fabp3, pparβ, vlcad, scap après 24 h de traitement aux 
différentes concentrations. De plus, nous pouvons observer que le nombre de gènes stimulés 
augmentent lorsqu’on augmente la concentration en « Y ». Cependant, « Y » module 
l’expression des gènes de façon modérée qui peut s’expliquer dans notre cas par le contexte 
de micro-nutrition. L’étude de l’expression des gènes au niveau musculaire chez la souris 




modulation modérée des gènes intervenant dans la trophicité et contraction musculaire 
(myogénine) ainsi que des gènes de l’oxydation lipidique (Acox1, Fabp3).  
L’une des études effectuées par ce laboratoire était de voir si certains des constituants de 
« Y » pouvait être des agonistes de PPARα, facteurs de transcription connus  pour activer la 
β-oxydation et diminuer l’accumulation des graisses (Desvergne et al 2006, Kersten et al 
2000). Nos résultats de transfection des cellules C2C12 avec des plasmides contenant les 
séquences de PPARα et PPARγ montrent que « Y » n’est pas un agoniste de ces deux PPAR 
dans nos conditions. Ces résultats sont en désaccord avec ceux de l’équipe de Walter Wahli 
où il a montré que la préparation « Y » et certains de ses constituants sont capables d’induire 
une activité luciférase par l’intermédiaire de PPARα dans des cellules NIH3T3 (fibroblastes) 
(El Kochairi et al 2011). 
L’étude d’un effet anti-inflammatoire de « Y » a porté sur un comptage lymphocytaire sur 
frottis sanguin provenant de souris sous régime SD et HFHS ± « Y ». Nous avons alors 
remarqué que « Y » avait induit une diminution significative du nombre de lymphocytes dans 
le régime HFHS + « Y » comparé au régime HFHS seul. Bien que préliminaire, ce premier 
résultat encourageant de l’état inflammatoire aurait pu être poursuivi par l’étude de cytokines 
inflammatoires, mais des conditions n’ont pas permis de continuer ce travail. De même, les 
premières études de l’activité glycogène synthase et de la captation du glucose n’ont pas pu 
être poursuivies et n’ont montré aucun effet sur ces paramètres. 
L’ensemble des résultats obtenus a montré que « Y » était capable de moduler seulement 
l’expression de quelques gènes. L’arrivée tardive de « Y » micro-émulsionné ou reconstitué 
dans l’eau ne nous a pas permis d’effectuer d’autres études à des concentrations plus élevées 






















































Les résultats encourageants obtenus au cours du travail avec le resvératrol sur les effets pro-
différenciateurs de ce polyphénol sur les cellules musculaires squelettique demandent à être 
approfondis. Une étude d’expression de protéines de fusion membranaire telle que la caveolin 
3, protéine nécessaire pour la fusion des myoblastes. 
Un passage sur un modèle animal, par exemple sur souris mdx, pourrait apporter des 
renseignements supplémentaires. Nous pourrions alors vérifier à la fois l’expression des 
mêmes facteurs de différenciation qui ont été étudiés sur cellules C2C12 et le taux de 
myosine. Dans un premier temps, des lots de souris sans pathologie musculaire seraient 
utilisés comme témoins par rapport à un lot de souris mdx. Cette étude servirait à voir si le 
resvératrol est capable de restaurer (partiellement) la perte musculaire chez les souris mdx et 
ainsi améliorer leurs performances par rapport aux souris témoins. Nous pourrions imaginer 
également une étude entre souris mdx avec ou sans supplémentation en resvératrol et suivre 
l’évolution de la masse musculaire, l’expression des mrf, ainsi que le taux de phosphocréatine 
qui permet de voir la récupération musculaire après des efforts physiques. En parallèle, nous 
pourrions travailler également sur le métabolisme mitochondriale, voir si le resvératrol peut 
améliorer la biogenèse mitochondriale chez des souris myopathes. Différents facteurs 
pourraient être étudiés, comme le taux d’ADN mitochondrial (mtDNA), les enzymes de la 
chaîne respiratoire (citrate synthase, succinate déshydrogénase), l’expression de PGC1α et 
Tfam qui sont liés directement à l’expansion mitochondriale. Enfin une étude morphologique 
des mitochondries pourrait être envisagée sur les muscles de souris (gastroncnémiens ou 
autres). 
Cet nouvelle approche sur le muscle squelettique avec le resvératrol ouvre de nouvelles 
possibilités de recherche et pourrait déboucher un jour peut-être sur des thérapies à base de 
polyphénols. 
 
Le travail avec le produit « X » nous a permis de caractériser quelques effets antioxydants au 
niveau musculaire. Comme nous nous trouvons dans un contexte de micro-nutrition, il est 
indispensable de réaliser des études à plus long terme. Par chance, l’équipe du Dr Lagrost 
dispose de lots de souris qui recevront le régime à base du produit « X » à plus de 200 jours. Il 
sera alors judicieux de refaire les mêmes analyses sur les muscles pour voir l’impact réel du 
produit « X ». Dans notre cas, nous disposons de lots de souris mâles et femelles qui ont reçu 
un régime HFHS avec ou sans produit « X ». Nous allons réaliser très bientôt l’étude de 
l’expression des mêmes gènes participant aux défenses anti-radicalaires présentés dans ce 




de souris. Seront également réalisés des dosages KRL et MDA sur les muscles des lots de 
souris mâles et femelles. Nous allons alors avoir plus d’informations sur l’état oxydant des 










































































Control of MicroRNA Expression as a New Way for Resveratrol To Deliver Its 
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